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序論
高等植物は多種多様の二次代謝産物を蓄積することが知られており、多くの有用な
植物二次代謝産物が古くから医薬・毒薬・染料などとして利用されてきた。
植物二次代謝産物の中でアルカロイドは、現在までに約一万種類以上も単離されて
いる植物塩基性成分である［11。その中には、モルヒネ・コカインなど医薬品として
重要な物質や他の生物（動物・昆虫）に対する摂食防御物質などが存在することが
知られている。このようなアルカロイドの重要性にもかからわず、植物のアルカロ
イド代謝（生合成）経路の解明や生合成制御機構：などに関する生化学的（酵素学的）
研究は必ずしも進展していない［2，　3】。生化学的研究が進まない原因として、植物に
おける二次代謝産物は一般に一次代謝産物と比較して、特定の植物のみに存在し、
その物質の生産する器官（組織）と蓄積する器官（組織）が限定されていて、且つ
それぞれの器官（組織）が異なることが多いという事実などが挙げられる。
植物の中で、大豆などの食糧として親しまれているマメ科（Leguminosae）植物には、
甘草（Gly（鋤伽属）、葛（Pロera㎡a属）、センナ（（〕assia属）などの多くの生薬基源植物が含
まれている。その中で、生薬“苦参”はルピン系アルカロイドと称されるアルカロイ
ド（＋）－matrineを含有し、種々の薬理活性を有する［4－6］。
　ルピン系アルカロイドは、quinolizidine環を基本骨格とする塩基性成分の総称で、一
般的にはマメ科植物のソラマメ亜科（Papilion。ideae）植物を中心とする属種にその分布
が認められている［7］。ルピン系アルカロイドは現在までに、約200種類単離されてい
る。その多岐にわたる構造は分類上、二環性（lupinine，　dipiperidine）、三環性（cytisine）お
よび四環性アルカロイド（sparteine，　lupanine，　anagyrine，　ma｛rine）の3種類に大別すること
ができる（Fig．1）。村越らにより、これらルピン系アルカロイドの化学的研究が精力
的に行われ、計9属23種のマメ科植物が精査され、構造分類的に全く新しい種類と考
えられるアルカロイドを数種含む計45種の新規アルカロイドが単離された［7］。
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そして、それらを含めたルピン系アルカロイドのchemotaxonomy（化学的分類）が明
らかにされている（Table　1）［71。
　また、ル『ピン系アルカロイドの生合成に関しては、加卿oトレーサー実験により、
アルカロイドのquinohzidine環はL－lysineよりcadaverineを経て形成されることが証明さ
れている（Scheme　1）［81。二環性アルカロイドは2分子のL－lysine・四環性アルカロイド
は3分子のレ1ysineから生合成される。そして、生成されたquinohzidine環は細胞内の代
謝酵素により、酸化、脱水およびエステル化反応を受け、様々なルピン系アルカロ
イドが生成する［9，10］。先のchemotaxonomyの結果をもとにルピン系アルカロイドを
生合成的に考察すると、例えば、生合成上、A環の不飽和化されたアルカロイド
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（cytisine，　anagydne）は7位、9位がR配位であり、天然に7位、9位がS配位であるアルカ
ロイドが存在しないという事実や、また、Lupinus，7｝rermopsis属植物は7R，9R系列の
アルカロイドと7S，9S．系列のアルカロイドが共存して含有している珍しい植物である
など、生合成経路の立体化学的見地から、興味ある知見が得られる（Table　1）。しかし、
1970年代のfn卿oトレーサー実験系によるアルカロイド骨格の由来を解明する研究
以来、生合成研究が余り活発に行われておらず、村越らによるcy直sine
N－methyltransferase［11，12］，　lupinine　O－p－coumaroyltransferase（LCTase）｛13］およびWink
らによるLysine　decarboxylase（LDC）［14］，13－hydroxylupanie　OLtigloyltransferase（H工，Tase）
［15］など、一部の生合成経路が酵素的に証明されているに過ぎない。
　生合成経路の酵素学的研究は、生合成経路や反応機構の解明にとって重要であり、
さらに植物分子生物学の研究発展のための基礎となる。そこで、筆者が注目したル
ピン系アルカロイドの生合成経路は、アルカロイドの生合成における最終代謝産物
と考えられ、植物の貯蔵物質と考えられるエステル型アルカロイド生合成経路であ
る。エステル型ルピン系アルカロイドは、マメ科植物中のLuρinusts［7ユ，（rytisus属
［16］，Pea四〇刀fa属［17］，　Cゆ㎜1嘱［18】，Rothia属［191などに主として分布している。これ
らのエステル型ルピン系アルカロイドの生理的役割は明らかにされていないが、最
近、in・vitroにおいてacerylcholinesterase阻害活性を示す［7，　20］など、医薬品として有用
な生理活性を有すると期待できる。
　本論文では、エステル型ルピン系アルカロイド生合成の酵素化学的研究として、
マメ科Lupinuses植物に特異的に見出されるアルカロイドアシル転移酵素に関する研
究を行った（Scheme　1）。まず、　Blue　lupine（L．　hiisutUs）の発芽体に蓄積されているエス
テル型ルピン系アルカロイドを精査し、新規化合物を単離した。また、3種の新規ア
ルカロイドアシル転移酵素（HMTase，　ECTas　e，　EFrase）の存在を確認し、その部分精製
および基質特異性などの諸性質の検討をした。次に、White　lupine（L．　termi’s）の発芽体
より、チグリン酸転移酵素の精製に初めて成功し、アルカロイド生合成経路の観点
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から、本酵素の基質特異性について考察した。また、チグリン酸転移酵素の細胞内
局在性を調べ、アルカロイド生合成の細胞内ダイナミクスを考察した。さらに、マ
メ科植物7属11種について、アルカロイドァシル転移酵素の分布と基質および生成物
のアルカロイド分布を調べ、Cytis　us属植物の新規アルカロイドの単離とその生合成
酵素の確認をした。そして、アシル転移酵素がマメ科植物中におけるルピン系アル
カロイドの蓄積パターンを最終的に決定しているという興味ある知見を得た。最後
に、Lupin　us属植物に存在するアルカロイド成分変種を利用した、アルカロイド生合
成の制御機構に関する研究を行った。
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第一部　マメ科植物中のエステル型ルピン系アルカロイド生合成酵素
第一章　Blue　lupine（Lupinus　hirsutus）発芽体中の新規エステル型アルカロイドと
　　　　生合成酵素
第一節　総論
Blue　lupine（Lupinus　hirsutus）は、和名をケノボリフジやカサザキルピナスと言い民
間i薬として、糖尿病治療や皮膚軟化に使われている。本植物には新規エステル型ア
ルカロイド配糖体（12）［21］を含む計13種のルピン系アルカロイド｛（一）－multifiorine（1），
（一）－multifl・rine・N－・xide（2），（一）－5，6－dehydr・multifl・rine（3）・（＋）－epilupinine（4）・
（＋）－epilupinine　N－・xide（5），（＋）－ammOdendrine（6），（一）－13α一tigl・y1・xymultifl・「ine（7）・
（＋）－pc・umar・ylepilupinine（8），（一）一（4曾一ct－L－rhamn・syl・xycinnam・y1）epilupinine（9）・
（＋）一（4，．acet・xycinnam・y1）e凶upinine（10），（＋）－fen11・ylepilupinine（11）・
（一）一（3’－methoxy－4’一α一L－rhamnosyloxycinnamoy1）epilupinine（12），（＋）－epilupinine　acetate
N－oxide（13）｝が単離されている（Fig．2）［22－24］。そして、13種のうち7種がエステル型
アルカロイドであり、植物成分的に興味ある現象である。これらエステル型アルカ
ロイドの植物生理学的役割に関する研究は未だ明らかにされていないが、アルカロ
イド生合成上、最終代謝産物であると考えられている。
　そこで本章では、新規エステル型アルカロイド配糖体（12）の構造およびエステル
型アルカロイド生合成に関与する新規アルカロイドァシル転移酵素の確認とその諸
性質について述べる。
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第二節　新規アルカロイドの構造［21｝
　千葉大学薬学部附属薬用植物園で栽培したカサバルピナスの地上部（葉・茎）より
新エステル型アルカロイド配糖体（一）一（3Lmethoxy－41一α一L－
rhamnosyloxycinnamoyl）epilupinine（t　2）を単離した。
（一）一（3’－methox－4’－cx－L－rhamnos　lox　cinnamo　1）e　ilu　inine（12）の構造
化合物（12）は、［oe］D－375°を示すarnorPhous　s　olidで・ドラーゲンドルフ試薬陽性・
還元糖呈色試i薬であるp－anisaldehyde－H2SO4により特徴的な灰緑色を示したことから、
アルカロイド配糖体であることが予想された。UVスペクトルでは、226および316
㎜にケイ皮酸誘導体に特徴的な吸収が観測された。また、IRスペクトルでは、3359
cnflに水酸基の吸収、2940，　Z860，　2820，　2760　crrゴ1にBohlm㎜吸収［25］、1710，1260，
1170c血1にエステルの吸収、1630　cm’iに共役二重結合の吸収、そして1600，1510　cm’i
に芳香環由来の吸収が観測された。
PositiΨe　ion　FAB・・MSでは、πUz　492に［M＋H］＋の疑似分子イオンピークが観測され、
分子量491と決定し、また、nz／z　346にdeoxyhexoseが脱離したと考えられるaglycone由
来のピークが観測された。EI－MSにおいて、　in／z　345，168，152などのフラグメントパ
ターンは、（＋）－feruloylopilupinine（11）のそれと類似していた。
化合物（12）を3％HCIで加水分解したところ、構成糖としてrhamnose、および
agiyconeとして化合物（11）が得られた。さらにこのaglyconeを7％HC1で加水分解する
と・（＋）－epilupinine（4）とフェルラ酸を生じたことから、化合物（12）は化合物（11）のケ
イ皮酸部の4位の水酸基にrhamnoseが配糖体結合したものと推定された。
なお、NMRスペクトルでは、化合物（12）のケイ皮酸の二重結合に由来するtrans
（12a），　cis（12b）異性体の存在が観測され、その異性体の存在比はiH－NMRスペクト
ルのシグナル強度比より1：5（trans：cis）であることが示された。一方、　trans，　cis異性
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体は、UV照射により変換されることがすでに（一）一（trans－4’－hydroxycinnamoyl）lupinineで
証明されている［26］。
　iH－NMRスペクトルにおいては、7．60　PPmと6．32　PPmにJ」15．9　Hzのdoubletおよび
6．91　PPmと5．89　PPmにはJ」12．6　Hzのdoubletとして、それぞれtrans，　cis一ケイ皮酸．誘導体
のolefm水素に相当するシグナルが観測された。また、1．26　PPm（trans－isomer）にJ』6．96
Hzのdoublet，1．30　PPm（cis－isomer）にJ』6．42　Hzのdoubletとして3H分のrhamnosyl部の
methy1水素に相当するシグナルが、さらに553　ppm＠an5－isomer），5．51　ppm（ci＆isomer）
には1H分のアノマー水素に相当するシグナルが観測された（Fig．3）。
　化合物（12a，12b）の13　GNMRスペクトルデータを化合物（11）のそれと比較して、
Table　3に示した。1H－iH　correlation　spectroscopy（COSY）とi3C－1H　00SYにより、化合物
（12a，12b）のすべての炭素および水素の帰属を行った。
　また、J分解スペクトルにより得られたアノマー炭素とアノマー水素問の結合定数
（iJa　”－H　1　．）が176．・Hzを示したことから．　’窒?csideのアノマー配置｝まα配置であると決
定した［27］。
RhamnoseはD体、　L体共に天然に存在するとされているが、化合物（12）のrhamnose
は本植物に含有する他のアルカロイド配糖体（9）がL－rhamnosideであることが証明［241
されており、そのキラリティーおよびスペクトルデータと化合物（12）のそれと比較し
た結果、L体であると決定した。
　以上の結果から、新規エステル型アルカロイド配糖体（12）の構造を
（一）一（3・－methoxy－4’一α一L－rhamnosyloxy　cinnamoyl）epilupinineと決定した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　δ7．60（d，J」15．9　Hz，　trans）（’12a）δ632（d」」＝15．9Hz，　trans｝（i　2a）
δ5．89（d，．il・・i2．6　Hz調（12b）　　δ6・9t（d・　J＝12・6　Hz，　CiS）　（12b）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OCH3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3’
　　　　　　　　どH2繭H＝CHク＼。
　　　　　　H　　　　　　　　　8・　　ア　　1尋　　　　　4脚
　　　　　　　　　　　　　O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H6’　5’
　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5睦　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　　　　　N　　　　　　　　　　HO
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　バH曽e釧HH7
［δppm－TMS］H63”・il’i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　δ5．53（s｝（12a）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　δ5．51（5｝（12b｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Jb1．．H。＝t76．O　Hz
　　　　　　　　Fig．31H－NMR　data・f（12a）and（12b）in　CDC13
Table　213C－NMR　data・f（12a）andα2b）in　CDCI3
　　　　　　　　　　　Carbon　No．　　　　trans（12司　　c’3（12b）　　（羽）
1
2
3
4
6
7
8
9
10
11’
1冒
2
3’
4’
5’
6’
7°
ε’
9’
3LOMe
Rhamonose　moiety
t騨
2韓
3“
4輔
5曽
6闘
41．0
29．5
25．3
56．5
56．8
24。4
24．7
28．5
64．8
66．0
126．8
109．6
148．4
t47．1
115．2
123．1
145．0
115．1
167．4
55．9
（ppm　from　TMS｝
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第三節　アルカロイドアシル転移酵素の確認および活性測定［9】
一般にルピン系アルカロイドは、アルカロイド含有植物の部位（器官）によってア
ルカロイド含量が異なり、植物の生長過程と共にその含量および組成に経時的変化
が生ずることが知られている［28，291。Blue　lupine（Lupinロs・hitsutUs）の種子の発芽初期
におけるエステル型アルカロイド含量（7，8，9，11）の変動は、種子の発芽後3日目よ
り急激に増加し、7日目以降に最高値に達することが聡らかにされている（Fig．4）［221。
この結果は、エステル型アルカロイド生合成が植物の生長とともに、活発に行われ
ていることを意味している。そこで、エステル型ルピン系アルカロイドの生合成に
ついて、無細胞（cell－free）系おける生合成実験を行った。
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Scheme　2　Biosynthesis　of　the　lupin　alkaloid　esters　of　L．　hirsutus
　エステル型ルピン系アルカロイド（7，8，11）は、（一）－13α一hydroxymultiflo血e（14）お
よび（＋）－epilupinine（4）を基質とし、　tigloyl－CoA，　P－coumaroyl－CoA，　feruloyl－CoAを補酵
素とするアシル転移酵素により生合成されると考えられる（Scherne　2）。そこで、　L．
hmS　utUsの発芽体（10日間）を常法に従って処理し、粗酵素抽出液を調製した。本酵
素液を用いて、0．3mMの14を基質、　tigloyl－CoAを補酵素とし、30°C、60分incubation
した。1N　HCI添加による反応停止と同時に、（一）－N－metylcytisine（本植物には含有して
いないアルカロイド）を内部標準物質として加えて抽出後、生成したエステル体を
HPLCにて定量分析した。また、同時に0．3　mMの4を基質、　P－coumaroy1－CoAおよび
feruloyl－CoAを補酵素とする反応も行った。
HPLCの分析結果から、　complete　assayにおいて3．86分に（一）－13α一tigloyloxymultiflorine
（7）が溶出し、4．59分に内部標準物質が溶出した（Fig，5A）。また、加熱変性させた酵
素液を用いたcontrol実験では、エステル体（7）の生成は認められなかった。このこと
より、このエステル型アルカロイド（7）はtigloy1－CoAをacyl　donorとして酵素的に生合
成されることが示された。すなわち、本酵素中に13α一hydroxymultiflorine
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（｝tigloyltransferase（HMTase）の存在を確認した。
　　また、（＋）－epilupinine（4）を基質とする反応系では・2．91分に（＋）－D
coumaroylepilupinine（8）が溶出し（Fig．5B）、3．47分に（＋）－feruloylepiiupinine（11）が溶出
した（Fig．5C）。加熱変性させた抽出液を用いたcontrol実験では・いずれのエステル体
（8，11）の生成も認められなかった。したがって、これらエステル型アルカロイド（8・
11）はP－coumaroyl－CoAおよびferuloy1－CoAをacyl　donorとして酵素的に生合成されるこ
とが示された。すなわち、本酵素液中に、（＋）－epilupinine　Op－coumaroyltransferase
（ECrase）および（＋）－epilupinine　Ofen】loyltransferase（EFrase）の存在を確認した。
　　以上のように、L．　hirsutus発芽体中に3種の新規アルカロイドアシル転移酵素
（HMTase，　ECTase，　EFrase）の存在を確認し、活性測定の方法を確立した［9ユ。
（A）
Complete
　assay
P∫oduct（7） 　　1^
3B6
o　　　　書 醒
ら
■　　　　●
b5
．S．
Wi1h　boiled
　enzyme
”5’
Retention　i㎞e（min）
　U「V）Lm巳x　327　nrn
（B）　　　　　　　　　　（C）
　　Complete　With　boiled　　　Complete
　　　aSSay　　　enzyme　　　　aSSay
　kOduct（8）　1．S．　　　　　　　　　　Product（11）
　　　↓　　　1
　　　291
　　　　　　　　　　　　　　　　3，47
　　　　5　　　　ら
RetendOn　time（min）
UVλm。．313　nm
with　boiled
　enz me
I．S．
5
Retention　time（min）
UVINm。x　326　nm
Fig．5HPLC　profi艮e　of　enzyme　assay
Part　A　enzymatic　synthesis　of（一）－13α一tigloyloxymultifiorine（7）．　Part　B，　enzymanc
5
synthesis・f（＋）－pc・umar・ylepilupinine（8）．　Part・C，　en・ymatic　synthesis・f（＋）－feru1・yl冒
epilupinine　（1　1）．　HPLC　c・nditi・ns；LiChr・s・rb　Si60（5岡Φ4・6×250　mm・25％MeOH　in
ESO－5％NH、OH（25：1v／v），1．5　ml／min・1・S・，　intemal　standard（N－methylcyt玉sine＞
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第四章　アルカロイドアシル転移酵素の部分精製［9］
L．hmSutUsの発芽体中に存在が確認されたアルカロイドアシル転移酵素（HMTase，
ECTase，　EFTase）の分離精製を試みることを目的として、以下の実験を行った。
　まず、本植物発芽体における各器官すなわち葉（1eaf），胚軸（hypocoty1），子葉
（cotyledon），根（root）のHM　rase活性を測定した。その結果、騰、根の順に高い比活性
を示した（Table　3）。次に、各20％飽和の硫安分画によるHMTase活性を測定した。そ
の結果、40－60％飽和の硫安画分が最も高い比活性を示した。なお、40－80％飽和の硫
安分画の活性が全体の活性の約80％を占めていることが明らかになった（Table　4）。
Table　30rgan　disUibution　of　HMTase　activity　in　L，　htrsutUs
Organ Spec澁c　activity（pkatimg　protein）
Leaf
Cotyledon
Hypocotyl
Root
O．14
0．018
0．45
0．305
Table　4（NH，）2SO4　fractionation　of　HMTase　activity
（NH∂2SO4　fractionsTotal　protein
（mg）
Specific　activity
（pkati　mg　protein）
Total　actiVity
（pkat）
0－20％
20－40％
40－60％
60－80％
80400％
8．42
8．68
2257
21．14
1．43
1．0
1．47
3．25
25
0．167
8．42
12．76
73．35
52．85
0．239
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これらの結果をもとに、本植物の胚軸、根より調製した酵素液を40－80％飽和の硫
安分画後、DEAE－Sepharose　column　chromatoghaphy（CC）による分離を行い、3種のアシ
ル車禰素活性（HMTase，　ECTase，　EF］rase）を測定した。その結果、㎜鎚el舌性ピーク
（●一●）は一つのピークとして溶出し、Ecrase，　EFrase活性ピーク（▲一▲・△
一△）とは分離した（Fig．6）。一方、　ECTase活性ピーク（▲一▲）とEFrase活性ピー
ク（△一△）は同じクロマトパターンを示し、ECTase，　EFraseは同一酵素である考え
られた。また、ECrase活性ピーク（▲一▲）とEFrase活性ピーク　（△一△）はそれ
ぞれ2つに分かれたことから、2つのアイソザイムが存在することが明かとなった
（Fig．6）。なお、　ECrTaseおよびEFraseにおいて・低濃度NaC1で溶出したピークを
Isoenzyme　Aとし、高濃度NaC1で溶出したピークをIs㏄nzyme　Bとした。
20
10
pkatlmI
lsoenzyme　A
　　　＼
十HMTase
＿＿曹秩|ECTase
　　　　EFTase
」二
（o
0．5　　0・5
O．3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．0　　0．0　0　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　150
　　　　　　　　　　　　　　Fraction　number
Fig．6D肥一Sephar・se　chr・mat・graphy・f血e劇・id　acyltransferases。f　L肱蜘s
The（NHn，SO、丘ac且・ns・f　extracts　were　apPlied・n　t・DEAE－Seph肛・se　c・lumn
P妃一eq曲brated・wi血buffer（10・rmb4　Tris－HCI，　pH75・1（）mM　2－mercapt㏄血脚1・05　mM
EDTA）．　After　washing　sarne　buffer，血e　ads・rbed　pr・面n　wおelu面wi由a　linear　gradient・f
NaC1（0．0．3　mM）and止en・with・O．5　MNaCl・in・buffer・恥。・U㏄面肱d・ns　were　assayed　f・「
tho　onzymatic　activities・
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第五節　アルカロイドアシル転移酵素の諸性質［9」
L．　hii・sutUsの胚軸、根から部分精製されたアルカロイドアシル転移酵素（HMras。，
ECTase，　EFTase）について諸性質（Khi値、基質特異性、　SH試薬による影響）を検討し
た。
　「Km　value」
HMTase活性において、　Lineweaver－Burk　plot［30］の結果から、
（一）－13α一hydroxymul　tiflorine（14）に対するKm値は37pMであり、　tigloy1－CoAに対しては
80μMであった（Tabre　5）。
　また、ECTase／EFTase活性におけるKm値はTable　5にまとめた。　ECTase／EFTaseの
IsoenZyme　A・　Bともに・（＋）－epilupinine（4）に対するKm値はP－coumaroyl－CoA，　feruloyl－
CoAに対するKM値より低い値を与え、4に対して高い親和性を示した。また、
ECTase／（EFIraseのlsoenzyme　AのK面直はlsoenzyme　BのKmfesLより約2倍低い値を示した。
Table　5　K　rn　v　aユues　of　alkaloid　acyltransferases（HMTas　e，　ECTase　and　EFTase）
㎞ HMTase ECTase　and　EFIrase
Is　oen　z　yme　A Isoenzyme　B
（一）－13αOH－Multiflorine
Tigloyl－CoA
（＋〉－Epilup量皿量ne
（＋）－EpiInpinine
P｛〕oumaroyl－CoA
Feruloyl－CoA
37　pM
wiIh　tigloyl－CoA　　　　　　－
80　pM
wtih（一）－13αOH－Multiflorine－
－　　　　　　　　　　　37　pM
　　　　　　　　　　with」pcoumaroyl－CoA
－　　　　　　　　　　　33pM
　　　　　　　　　　wilh　fenuloyl－CoA
－　　　　　　　　　　　92　pM
　　　　　　　　　　wi血（＋）・epilupinine
－　　　　　　　　　　　39　pM
　　　　　　　　　　with（＋〉－epilupinine
76　pM
with　pcoロmaroyl－CoA
54　pM
with　feruloyl－CoA
l99　mM
with（＋）－epilupinine
1161⊥M
with（＋）・epilupinine
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　「基質特異性」
先に、村越らにより同じLupinusts植物であるYeHow　lupine＠ρ伽51鵬ロ3）の発芽体
中には（＋）－epulupinne（4）のジァステレオマーである（一）－lupinine（15）を基質とする酵素
すなわち、（一）－1upinine　OP－coumaroyltransferase（LCTase）および（一）－1upinine
O－ferUloyltransferase（LFTase）の2種のアルカロイドァシル転移酵素の存在が提唱されて
いる［131。そこで、本酵素（ECrase，　EFrase）についてLCraseおよびLFTase活性を測定
した。その結果、いずれの酵素活性（LCTase，　LFrase）も検出されなかった（Fig．7）。こ
のことより、本酵素（ECrase，　EFrase）はYellow　lupine（功ρ伽51吻瑚の発芽体中の酵素
（LCTase，　LFZrase）とは別の酵素であると考えられる。また、本酵素（ECTase，　EFrase）は
アシル基供与体に対する特異性が低いのに対し、アルカnイド基質の立体構造に対
して厳しい特異性を有することが示された。
　CH20HH
　　N
（＋）－Epilupinine（4｝
　　P・Ceumaroyl　f　Feruloyl・CoA
　gH20HH　F
　　N
（椰｝－Lupinine（’15）
CoA・SH
Ester　alkaloids
　　（8，11｝
Fig．7Enzymatic　synthesis　of　alkaloid　cinnamoyl－derivatives
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　「SH基試薬による影響」
　アシル転移酵素活悔のSH試薬による影響を調べてみた。その結果、　HMTaseは、
SH保護剤であるdithiothtltol（DTI）によりcontrolに比べ約50％活性化され、　SH．bl㏄kerで
あるN－etheylmaleinide，　p－chloromercuriphenylsulfonic　acidによって濃度依存的に阻害さ
れることが示された（Table　6）。このことより、本酵素（HMTase）中に機能的SH基が存
在することを示している。また、ECTaseに関しても同様な結果が得られた（Table　6）。
Table　6　The　effects　of　sulthydry1　reagents　to　the　activities　of　HMTase　a皿d　ECTase
Relative　activity（％）
Assay　conditions Concentration（mM）HMTase ECTase
None（oontro1）
＋DTr
＋N－Ethylmaleimide
＋∫トChloromercuriphenylsulfonic　acid
3．0
0．01
0．1
1．0
0．01
0．1
1．0
100．0±18．1＊
149．2±14．5
94．7±9、9
43．2±9．9
　0
41．1±4．4
　0
　0
100．0±4．7
126．0±4．3
94．6±10．8
17．8±7．9
　7．8±3．2
82．8±2．7
20．9±3．7
20．9±0．9
The　control　assay　miXture　contained　10　mM　Tris－HC1，α5　mM£DTA，0、3　mM　acyl－CoA，0．3
血MaM。id｛（一）－13α一hy血・xymultifl・rine（14）鋤d（＋）－ep丑up血血e（4）｝and　the　enzyme（0．6
pkat　fbr　HMTase　and　1．1　pkat　for　ECTase）．
DTr，ハr－e血y㎞aleimide　and∫トchlorom　ercurip　henylsullbnic　acid　were　added　to　the　f圃
con㏄ntradons　indicatied　at　15　mhl　prior　to　incubation．
＊Mea吐Standard　deviadon（n＝3）．
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第六節　考察
Blue　luphlie＠ρfnロ5臆ε蜘3）の発芽体中に3種の新規アルカロイドアシル転移酵素
（HMTase，　ECrase，　EFTase）の存在を確認した。これら酵素の部分精製により、本植物
のアルカロイドアシル転移酵素は二環性アルカロイドを基質とする酵素と四環性ア
ルカロイドを基質とする酵素の2種類に大別することができた。さらに各酵素の諸性
質を明らかにし、二環性アルカロイドを基質とする酵素（ECTase，　EFTase）のアルカロ
イド基質に対する立体特異性を明らかにした。
以上、酵素学的研究の結果を考慮して、本植物に含有する新規エステル型アルカロ
イド配糖体（12）を含む計13種のアルカロイドの生合成過程における関係を以下のよ
うにまとめることができる（Scheme　3）。
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Scheme　3　Biosynthetic　pathway　of　lupin　alkaloid　in　L．　hirsutus
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第二章　White　lupine（Lupinus　termis）発芽体中のエステル型アルカロイド生合成
　　　　酵素
第一節　総論
　White　lupine（Lupin　us　termis）は、地中海地域で栽培され、その種子はエジプトや中
東地域で食用品として使われている［31】。本植物にはエステル型アルカロイド（7，
21，22）を含む計13種のルピン系アルカロイド｛（一）－multiflorine（1），（一）－5，6－dehydro
－multiflorine（3），（一）－13α一hydroxymultiflorine（14），（。）－13α一tigloyloxymultiflorine（7），
（＋）－1u卿ine（16），（一）－lupanine（17），（＋）－lupanine　N－・xide（18）・（一）－lupanine　N－・xide（19）・
（＋）－13ct－hydr・xylupanine（20），（＋）－13α一tigl・y1・xylupanine（21）・（＋）－13α一angel・yl・xy－
lupanine（22），（＋）－angustif・line（23），（一）－albine（24）・（一）－5・6－dehyd「・albine（25）・（一）－11・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し1 2．seco　1 2，13．didehyromultiflorine（26）｝が単離されている（Fig・8）［32・33】。このよつに・
本植物には第一章で述べた二環性アルカロイドは含まれず、全て四環性アルカロイ
ドである。
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　そして、本植物（L、termis）に存在するアルカロイドアシル転移酵素はHMTaseと
（＋）－13α一hydroxylupanine（20）を基・質とする（＋）－13α一hydroxylupanine（＞tigloyltransferase
（肌Tase）であることが筆者によって確認された（Scheme　4）。なお・L・teilnl’sとWhite
lupine（L．　albus）が植物分類学的に同一植物［31」であるので、　L．　termisのHLTaseは先に、
wnkらによってL．　albusで確認された酵素［15］と同じ酵素であると予想される。
　本章では、アルカロイドアシル転移酵素の反応機構の解明を生化学的に明らかに
するために、酵素の精製および諸性質について検討した。また、本酵素のアルカロ
イド代謝経路における役割を細胞生物学的理解するために、酵素の細胞内局在性を
調べた。
　　　　　　Tigloyl・CoA（14｝ ° “SH　　　（7）
　　　　　　　　　　HLTase　ix），、t、。H
＞　　　　　　　　TigloyトCoA　　　CoA，SHo　（20） 0 （21）
’・to継cH3
　　　CH3
Scheme　4　Biosynthesis　of　the　lupin　alkaloid　esters　ef　L．　termis
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第二節　アルカロイドアシル転移酵素活性の植物生長時期の経時変化と
　　　　植物器官の分布
　アルカロイドアシル転移酵素の精製するうえで、本植物材料の採集時期と部位を決
定することは必要不可欠なことである。ゆえに、アルカロイドァシル転移酵素活性
の植物生長時期に伴う変動（発芽後約O，3，7，12，20日）と植物器官（葉、子葉、胚軸、
根）の分布を調べた。酵素液の調製および活性測定は第一章と同様な方法で行い、
アシル転移酵素活性はHMTase，　HLTase活性を測定した。また、同時に（＋）－1upanine
（16）、（一）－multiflo血e（1）、　HMTaseとHLTaseのそれぞれの基質（14，20）および生成物
（7，21）のアルカロイド含量についてもGC－MSによる定量分析を行った。
その結果、植物一個体あたりの総HMTase活性（pkatiseedling）は、植物の発芽生長と
ともに増加傾向にあることが明らかとなった（Fig．9）。なお、　HLTaseも同様な結果が
得られた。このことは本酵素が植物の分化・発生と密接な関係があることを示唆し
ている。また、アルカロイド含量変化については、いずれのアルカロイド含量も種
子の時期（0日）が最も高い含量を示した（Fig．10）。この結果は、種子がアルカロイドの
貯蔵器官であることを意味している。つまり、植物は種子の形成時期にアルカロイ
ドを種子に輸送し、蓄積していると思われる。
それぞれのアルカロイド含量変化（Fig。10）について述べると、（＋）－lupanine（16）は全
含量は植物生長において不変であるが、種子における16の含量は低下し、葉および
胚軸における含量は増加した。種子での16の含量の低下はおそらく、植物の発芽生
長とともに16が胚軸、根に輸送されたことによると思われる。また、葉における16
の含量増加ま、chloroplastSでのde　nov（治成［14］による結果であると予想される。また、
（一）－multiflorine（7）の含量変化は、全器官において常に減少傾向であった。これは、
chloreplastsでの7のde　novcr合成は行われていないことによる結果であると思われる。
以上のことより、7とS6は異なる生合成経路により生成されると考えられる。
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Fig．9The　HMTase　activity　during　seedling　growth　of　L．　termis
HMraseとHLTaseのそれぞれの基質（14，20）の含量については、いずれも減少傾向
を示した。この結果は、アシル転移酵素（HMTase，　HLTase）活性増加に伴う基質含量の
低下という現象で説明できる。一方、HMTaseとHLTaseのそれぞれの生成物（7，21）の
含量変化はアシル転移酵素（HMTase，　HLTas　e）活性の増加傾向から考察すると増加傾向
になると考えられる。しかし、7，21の含量の顕著な増加傾向はなかった。これはお
そらく、7，21が植物外に排泄されたことによる結果であると考えられる。エステル
型ルピン系アルカロイドの生理活性の一つとして、蛾の幼虫（Spruce　budworm）に対す
る防虫作用を有することが証明され、21は強い捕食阻害活性を有している［34】。つ
まり、本植物は発芽生長過程に伴い、害虫に対する自己防御機構の一つとして・エ
ステル型アルカロイドを高生産し、排泄しているのであろう。
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　また、酵素活性の植物器官の分布については、約7日目の発芽体のHMTase活性の結
果をもとに縦軸にHMTaseの比活性（pkatimg　proteim）、横軸にタンパク質（mg　protein）を
プロットした（Fig．11）。得られる面積は総活性（pkat）と示している。その結果、胚軸、
根の順に高い比活性を示し、L．・hirsutUsの結果（第一章〉と同様な結果を示した。な
お、子葉には多くの貯蔵タンパク質が含まれているので、比活性は低い値を示した。
　さらに、緑色および黄化発芽体についてHMTase活性の比較をした。その結果、緑
色発芽体（5．9±1．5　pkatimg　protein）と黄化発芽体（6．7±1　．2　pkaOfmg　protein）には顕著な差異
は認められなかった。
　以上、述べてきた結果をもとに、アルカロイドァシル転移酵素の精製は、植物材料
が最も安定に確保できる約7－14日目の緑色発芽体の胚軸、根を用いることにした。
30
15
c◎tyledon
hypocotyl
0
　0　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　20
　　　　　　　　　　Protein（mg）
　Fig．110rgan　distribution　of　HMTase　inム’εア厩∫
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第三節　エステル型アルカロイド生合成中間体による酵素活性への影響
一般に、植物二次代謝酵素は器官・組織に特異的に発現している場合［35，36］が多
く、その発現量は少ないことから、植物重量に対する存在量が一次代謝酵素と比較
して非常に少ない。従って、植物二次代謝酵素の精製には安定な植物材料の供給が
必要不可欠となる。Lμp伽5紐幡は日本に自生していない植物であるので・専ら植
物の種子をエジプトから取り寄せている。それ故、酵素精製は効率よく行わなけれ
ばならない。一方、いくつかの植物二次代謝酵素は光［37］やエリシター［38，　39］によ
り誘導されることが知られており、酵素精製を容易にしている。
　このことより、アルカロイドァシル転移酵素の精製についてもエリシターによる酵
素誘導を期待して、エステル型アルカロイド生合成中間体の本酵素（HMTase）活性へ
の影響について検討した。
　まず、約7日目の緑色発芽体の根からエステル型アルカロイド生合成中間体を48時
間吸収させた後、常法により調製した粗酵素液を用いてHMTase活性を測定した。使
用したエステル型アルカロイド生合成中間体はL－lysinc，　cadaverine，（＋）－1叩anine（16），
（一）－multiflorine（1），（＋）－13α一hydroxylupanine（20）およびtigloyl－CoAの生合成前駆体（第
六節で述べる）であるisoleucineの計6種であった。各化合物は0．1　mMおよび1mMを
含む10mM　K－Pi　buffer（pH　7．0）に調製した。
その結果、controlと比較して全ての化合物において期待される酵素活性の上昇すな
わち酵素誘導は観測されず、それに反し、L－lysine，　cadaverineおよび（＋）－lupanine　（1　6）
によるHMTase活性への濃度依存的な酵素活性阻害が示された（Fig．12）。
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Fig．12　EffectS・fbi・・y皿th・tic・int・・medi・t…nth・HMTase・cti・lty・by・f・eding・xp・・im・ntS
このように、Fig．12で明らかにされたエステル型アルカロイド生合成中間体のアル
カロイドアシル転移酵素活性阻害の要因を解明すべく、以下の実験を行った。
まず、考えられることとして、アルカロイド生合成中間体が直接酵素に結合して酵
素活性を阻害する場合［40］が挙げられる。そこで、酵素活性阻害を有した化合物
｛L－lysine，　cadaverineおよび（＋）－1upanine（16）｝が酵素反応溶液中（in・vitro）で直接酵素活性
を阻害しているか否かについて調べた。
　その結果、L－1ysineおよびcadaverineは、酵素活性に影響を与えなかったのに対し、
（÷）－lupanine（16）および（＋）－epilupinine（4）は濃度依存的に酵素活性を阻害した。また、
廿910y1－CoAがtigloyli基を転移したことにより生成するCoA－SHも濃度依存的に酵素活性
を阻害した（Fig、13）。
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Fig．　131nhibitory　effectS　of　intermediates　f｛｝r　ester　alkaloid　biosynthesis　on　the　HMTase　activity
次に、in　vitrof－Nにおいて酵素活性を阻害した化合物｛（÷）－lupanine（16），（＋）－epilupinine
（4），CoA－SH｝にりいて、　HM　lrase活性に対する騰式を棚した。繍噸濃度
の逆数、横軸にHMTase活性の逆数をプロットし、阻害物質の各濃度（0，1，5mM）にお
いて得られた直線のパターンより阻害様式を決定【41］し、直線の交差する点よりKt’f直
［42］を測定した。
　その結果、CoA－SHはHMTaseに対し濃度依存的に活性を阻害し、その阻害様式は
拮抗阻害（Kオ＝0．5mM）であることが示された（Fig．14）。これはCoA－SHのブイードバッ
ク阻害によるもので他のCoA依存性の転移酵素［43〕にも観察される現象である。一方、
（＋）－lupanine（16）および（＋）－epilupinine（4）は、　HMTase活性に対し部分的非拮抗阻害
［Kl’＝1・7　mM　d　6），　Kf＝3．1　mM（4）】を示した。このことは、本酵素中に基質結合部位以
外にquin。liZidine骨格に親和性を有する結合部位が存在することを示唆している。し
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かし、そのKf値が基質のKm値（第五節で述べる）と比較して非常に高いので、4，
16によるアシル転移酵素（HMTase）活性阻害は植物内で正常な代謝制御機構ではない
と思われる。
以上の結果から考察すると、生合成中間体を植物内に取り込ませたことによるアシ
ル転移酵素活性阻害（Fig．12）は、生合成中間体がSH試薬のように直接酵素に結合し
て酵素活性を阻害するのではなく、他の理由｛例えば、酵素の発現（転写・翻訳）に
関与する酵素活性阻害など｝によるものと考えられる。
CoA・SH （＋｝－Lupanine （＋｝■Epilupinine
4．04　・e．02　0加　　O．02　0．04　　e．03　4．01　0．01　e．03　e．es　O．07　　e．060．044、020．CO　O．02　0．Ol
　　Tigloyl・CoA（1／pM）　　　13・OH・multiflorine（11μM｝　　　13・OH・mu置tiflorine（1／pM｝
　　　κj』O．5mM　　　　　　　　　　　　　焔＝1・7　mM　　　　　　　　　　　　Kh3・1　mM
　　　　　　　　　　　●OmM　　OlmM　　■5mM
Fig．　14　lnhibiti・n・fHMTase　activity　by　C・A・SH・（＋）・lupanine　and（＋）・epilupinine
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第四節　アルカロイドアシル転移酵素の精製［44］
L．　termi’sの約10日目の緑色発芽体の胚軸、根（約3．8　kg　fr　wt）を用いてアルカロイ
ドァシル転移酵素の分離・精製を行った。分離i・精製は、種々のopen　column
chromatoghaphy（CC）｛Sephadex　G－25，　DEAE－Sepharose　Fast　Flow，　Cibacron　Blue　3GA，
Sephacryl　S－200，　DEAE－Sephadex　A－50｝とHPLC｛KB－hydroxylap　atite・　Ultraspherogel
SEC3000，　Mono　P｝を組み合わせて行った。アシル転移酵素活性はHMTase活性を指標
とし、酵素活性を有するftactionについてはHLTase活性も同時に測定した。
常法により得られた粗酵素抽出液を40－80％飽和の硫安分画を行い、Sephadex　G－25
CCにより脱塩後、陰イオン交換樹脂（DEAE．Sepharose　Fast　Flow）に付し、群特異的ア
フィニティーであるCibacron　Blue　3GA　CCによる分離を行った。　Cibacron　Blue　3GAは
アデニリル基含有物質（CoA，　NAD＋など）を要求する酵素と強く結合する担体［45］で
あることから、多数の爽雑タンパク質からアシル転移酵素脅分離するのに非常に有
効な担体であった（Fig．15）。酵素活性fractionを次にSephaclyl　S－200によるゲル濾過
（Fig．16）、および陰イオン交換樹脂（1）EAE－Sephadex　A－50）による分離を行った。さら
に、HPLCを用いてハイドロキシアパタイト（IKIB－hydroxylapatite）（Fig．17）、ゲル濾過
（Ultraspherogel　SEC3000）（Fig．18）および等電点（Mono　P）（Fig．19）CCによる分離を行っ
た。ハイドロキシアパタイトCCでは、酵素活性測定とともにSDS－PAGEによるタン
パク質の確認をした結果、SDS－PAGE上、約50　kDaの位置にHMTase活性fractionのク
ロマトパターンとよく相関しているノs’ンドが醸さ櫛ig．17）。また、　HMTaseの
精製過程における最終段階で用いた等電点（Mono　P）CCでは、　HMrase活性ピークは2
りに艦し畑g．19）。このことは、㎜おeには等電点が異なる2りのIs㏄nzymeが
存在することを意味する。そこで、最初に溶出したピークをISoenzyme　Aとし、後で
溶出したピークをlsoenzyme　Bとした。　Isoenzyme　AおよびBの等電点（pI）は、　column溶
出位置からそれぞれpl＝7．8，7．6と決定した。
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　Fig。15　Chromatography　on　Cibacron　Blue　3GA
　The　proteins（513　mg）丘om　purification　S　tep　3　were　applied　onto　a　Cibacron　B　lue　3GA
column（3．4　x　155　cm）pre－equibrated　with　buffer（20血M　K－Pi，　pH　6．8，05　mM　EDTA，10
mM　2－mercap　toethanol）．　The　unadsorb　ed　proteins　were　eluted　with　700　ml　of　s　ame　buffer．
The　adsorbed　proteins　were　eluted　with　increas　ing　concentrations　of　KCI（0－2　M）in　buffer
（1，㎜m1）．　Fractions　of　11　ml　each　were　collected．　Protein　was　monitored　at　280　nm．
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　Fig．16　Chromatography　on　Sephacryl　S－200
　The　concentrated　protein　solution（8．2　ml）from　purification　Step　4　was　applied　onto　a
Sepha（＝y1　S－200　c・1umn（3　x　96．8　cm）P爬一equibrated　with　buffer（30・mM　Tris－HCI・pH　85・
0．5mM　EDTA，10mM　2－mercaptoe　thanol）．　Proteins　were　eluted　with　sam　e　buffer　at　the　flow
late　of　O．5　m1／min．　Fractions　of　4　m1　each　were　collected．　Protein　w　as　monitored　at　280　nm．
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　Fig．17　Chromatography　on　KB－hydroxylapatite
　The　concentrated　protein　solution（3．5　ml）from　purifTication　Step　6　w　as　chromatographed　on
aKB－hydroxyl　apatite　HPLC　column（0．78　x　10　cm）pre－equibrated　with　buffer（10　mM　K－Pi・
pH　8．0，10　mM　2－mercapt㏄thano1）．　A丘er　washing　out　the　undsorbed　proteins　with　same
buffer，　the　adSorbed　proteins　were　eluted　With　increasing　concentrations　of　KCI（0－0・3　M）in
buffer（100　m1）at　the　flow　rate　of　1．68　ml／min．　Fracdons　of　2．5　ml　each　were　col1㏄ted・
Protein　was　monitored　at　280　nm．
　Pooled　fractions　befbre　KB－hydroxylapatite　chromatography　and　several　eluted　ffactions　were
analyzed　on　12％SDS－PAGE，　followed　by　silver　staining（upPer　panel）．　The　activities　of
HMTase　and　HLTase　were　determined　in　the　fractions（lo　wer　paneの．
一34一
（一
12°1］十
0
0 10 20
十HMTase－（〉－HLTase
30 40 50
（§《》
　　　　　5　　　　　α
O．O
Fraction　numbe「
　Fig．18　Chromatography　on　Ultraspherogel　SEC3000
　The　concentrated　protein　solution（150　pl）from　purification　Step　7　w　as　applied　onto　an
UItraspherogel　SEC　3000　HPLC　column（0．75　x　30　cm）pre－equibrated　with　buffer（30　mM
K－Pi，　pH　8．0，0．3　M　NaCl，05　mM　EDTA，10　mM　2－mercaptoethanol）．　Proteins　were　eluled
with　same　buffer　at　the　flow　rate　of　O．6　ml！min．　Fractions　of　150μl　each　were　oo皿㏄ted．
Protein　was　monitored　at　280　n　m．
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Fig．19　Chromatography　on　Mono　P
　The　desalted　protein　solu直on（35　ml）f士om　purificadon　S　tep　8　was　chrom　atographyed　on
Mono　P　column（HR　20／5）pre－eq肛ibrated　with　b　uffer（25　mM面ethanolarn　ine－HCl，　pH　8．3，
10mM　2－mercapt㏄thanol）．　After　elution　w　ith　same　b　uffer，＆pH　gradient（pH　8．3－7．0）was
generated　with　buffbr（Polybuffer　96，　pH　7．0，10　mM　2－mercaptoethano1）at　the　flow　rate　of
O．5ml／mil1．　Fractions　of　2　ml　each　were　collected．　Protein　was　monitored　at　280　nm．
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以上、㎜ase（lsoenzyme　B）をSDS－PAGE上、単一のバンドになるまで骸するこ
とができた（Fig．20）。各精製過程における総酵素活i生、総タンパク質・比活性・収率
および精製度はTable　7にまとめた。そして、精製したHMTase（lsoenzyme　B）は収率
0．85％で、5860倍に精製された。
また、すべての精製過程において、HMTase活’断acdonと肌Tase活性firactionは同じ
クロマトパターンと示し、HLTase活性とHMTase活性の比（HLTase／HMTase）は約
1．5－2．0倍の値を示していた。このことより、HMTaseと肌Taseが同一酵素であると推
定できる。
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Fig．20　SDS－PAGE　analysis　during　purifi7　cation　of　HMTase／HLTase
　The　proteins　from　each　step　in　the　pu㎡ication　were　separated　by　12％SDS－PAGE．　The
mo1㏄ular　weight　m　arker，40。80％ammonium　sulfate　precipitation，　Cibacron　Blue　3GA　elute，
Sephacryl　S。200　elute，　and　DEAE－Sephadex　A－50　elute　gels　were　stained　with　C∞m　assie
Brilliant　Blue　dye．　The　U廿aspherogel　SEC3000　elute　and　Mono　P　elute　gels　were　stained　With
silver．　The　molecular　weight　m　arkers　were　phosphorylase　b（ハ4r＝94，000），　bovine　serum
albumin（ハ4i＝67，000），　ov　albumin（ル奪＝43，000），　carbonic　anhydrase（ルlr＝30，000），　and　soybean
ロypsin　inhibitor（Mr＝20，100）．
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Table　7　Purification　of　HMTase　from　L．　termis　seedlings
Purification　stepTotal　activity
　　　　　pkat
Total　protcin　Spcci丘c　activity　R㏄overy　of　act三viにy　Puri丘caIio［1
　　　　　mg　　　pkaし加g　protein　　　　　　％　　　　　　　一丘｝ld
1．Crude　extract
2．40－80％（NH，），S（i｝，
3．DEAE－Sepharose　Fast　Flow
4．Cibacron　Blue　3GA
5．Sephacryl　S－200
6．DEAE－Sephadex　A－50
7．KB－hydroxylapatite（HPLC）
8．Uhraspherogel　SEC3000（HPLC）
9．Mono　P
　　　　　Isoform　A
　　　　　Isofo皿B
25　，860
35，625
28　，728
10，199
9，869
　1，828
　1，413
　　　542
48
218
4，171
1，310
　513
　　　31
　　　　8．5
　　　　1．O
　　　　O．4
　　　　0．1
O．024
0．006
　　　6．2
　　27
　　56
　329
1、161
1，175
3，624
5，420
2，000
36，333
100
138
111
39．4
382
　　7．1
　　5．5
　　2．1
0．19
0．85
　　亘
　　4．4
　　9．0
53
187
286
585
874
　323
5，860
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第五節　アルカロイドアシル転移酵素の諸性質［44］
精製したHMTase／HLTaseの分子量はSDS－PAGEより、約50　kDaであると推測した
（Fig．　20）。しかし、ゲル濾過担体であるSephacryl　S－200（Fig．16）およびUltras　pherogel
SEC3000（Fig．18）による分子量の測定では約40－42・Maであった。この分子量の相違は
おそらく、ゲル濾過担体どアシル転移酵素の非特異的の相互作用によるものと考え
られる。よって、HMTase／HLTaseは分子量約50　kDaの単量体であると推定した。また、
HNrlraseMTaseのIsoenzyme　A，　Bにりいても、両Isoenzymeの分子量が同じであること
が明らかとなった。
HMrTase／HLTaseの至適pHを測定した結果、　K－Pi　buffer（pH　8．0）において最も高い比
活性を示した（Fig．21A）。化合物（＋）－lupanine（16）のpKaが9．2〔46】であることから・
HMTase1日LTaseのアルカロイド基質（14，20）の窒素はpH　8．0の溶液中ではプラスにチャー・一
ジしていると考えられる。また、㎜ase皿Taseの熱安定性は弱く、酵素液を70°C、
5分処理することにより完全に酵素活性が失活した（Fig．21B）。
　　　　（A）　　　　　　　　　　　　　　　（B）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10060 溺フズ
十HEPES
十Glycln●
　　　　　　　50
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　456789101112　　　01020304050607080
　　　　　　　　　　pH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Temperaturo｛C°）
Fig．21　Effects　of　pH　and御er…ac晦of㎜ase
P躍Aef£ects　of　pH　in　various　buffers．　Final　concen柱a症on　of　various　buffer　was　100　rnM．
P短IB，　effbcts　of　heat　treatlnent　on　the　activity．　HMTase　in　buffbr　was　preincubation　at　severa1
1emperature（0－80°C）for　5　min　followed　by　cenUifUgation　at　10，000g　for　10　m　in．　The　fuU
ac錘vity　was　23　pkaVmg　Protein．
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Table　8’IThe　effects　of　s　ulthydryl　reagentS　to　the　actiΨities　of　HMTase　and　HLTase
Relative　activity（％）
Assay　conditions Concentration（mM）HMTase HLTase
None（control）
＋DTT
＋N－Ethylmaieimide
＋P－Chloromercuriphenyl　s　ulfonic　acid
1．0
0．01
0．1
1．0
0．01
0．1
1．0
100．0±4．4＊
136、1±13．6
90．1±6．5
20．7±1．3
　0
38．3±1．6
　0．82±0．12
　0
100．0±11．2
ユ60．3±19．9
97．0±4．6
29．0±3．0
　0
52．2±5．6
17．O：±0．41
　0
The　control　assay　mixture　con　tained　100　mM　K－Pi，05　mM　EDTA，0．3　mM　tigloy1－CoA，0．3
mM　alkaloid　substates｛（一）－13α一hydroxymultiflorine（14）and（＋）－13α一hydroxylupanine（20）｝
and　tho　enzyme（261．3　pkat／mg　protein　for　HMTase　and　1446．2　pkaVrng　protein　for　HLTase）．
DTT，　N匹ethylm　aleimide－and　p－chloromercuriphenylsulfonic　acid　were　added　to　the　final
concentrations　indicatied　at　15　min　prior　to　incubation．
＊Mean±Standard　deviation（n＝3）．
㎜ase皿Tase活性のS麟による影響にりいては、第一章で述べたL．　h］irsutUsに
含有するアルカロイドアシル転移酵素（HMTase，　ECTas　e，　EFTase）の場合と同様な結果
が得られた。つまり、HMTase／HLTaseは、　S　H基保護剤であるDTTによりcontrolに比
べ約40％活性化され、SH－blockerであるN－ethylmaieinide，　pchiromercuriphenylsulfonic
acidによって濃度依存的に阻害されることが示された（Table　8）。
　HM　irase活性において、基質（一）．13α．hydroxymultiflorine（14）に対する㎞値は21μM
を示し補酵素tigloyl－CoAに対するKm値は46μMを示した（Table・9）。また・HLTase活
性において、基質（＋）－13α一hydroxylupanine（20）に対するKm値は27μMを示し補酵素
tigloyl－CoAに対する囎ま52雌示した。㎜おeと肌TaseのKm　l直の間に顕著な
差は認められず、第一章で述べたL．・hirsutUsの㎜聞eの㎞値と近似していた。
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Table　9　K」m　val　ues　of　alkaloid　acyltransferases（HMTase　and　HLTase）
㎞ HMTase HLTase
（一）一　1　3　Ct　OH－Multiflorine
（＋）一　1　3　aOH－Lup　an　ine
Tigloyl－CoA
Tigloyl－CoA
21μM
with　tigloyl－CoA
46μM
w曲（一）－13αOH－Muldf［orine
27　pM
with　tigloy1－CoA
52pM
wtih（＋）－13αOH－Lupanine
　HMTase／HLTase活性のアルカロイドおよび補酵素に対する基質特異性について検討
した（Table　10）。アルカロイド基質として、　HMTaseとHLTaseのそれぞれ，の基質（t　4，
20）とq晦8ロ5属植物に存在し7位，9位がS配位である（一）－3β，13α一dihydroxylupani皿e（27）
（第三章で述べる）［47］、7hrmoρsis属植物に存在する7位，9位が．R配位であり13β位
に水酸基を有する（一）－baptifoline（28）［48〕、そして二環性アルカロイドの（＋）－epilupinine
（4）と（一）－lupinine（15）の計6種のアルカロイドを用いた。また、補酵素acyl－CoAとして、
tigloyl－・　acetyl－・　propionyl－，　crotonyl－，　benzoyl－，、ρ一coumaroy1一およびferuloy1－CoAの計7種の
acyl－CoAを用いた。
その結果・HMTase／HLTaseの基質（14，20）と（一）－3β，13α一dihydroxylupanine（27）に対
し・エステル化酵素活性を有し、（一）－baptifoline（28）、（＋）－epilupinine（4）および
（一）－1upinine（15）は酵素活性を有しなかった。（一）－3β，13α一dihydroxylロpanine（27）につい
ては・13位の水酸基にエステル化された化合物のみを与えた。また、HMTase／HLTase
の基質（14，20）および（一）－3β，13α一dihydroxylupanine（27）の13α位の水酸基と
（一）－baptifoline（28）の13β位の水酸基はともにアキシャル（翻の水酸基であるが、エス
テル化酵素活性の有無がはっきりと区別されるとことは興味深い。一方、acyl　donor
として｝1　tigloy1－，　acety1－，　propiony1－，　croton　y1一およびbenzoyl－CoAが作用し、　tigloyl－CoA
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を用いた時が最も高い酵素活性を示した。また、炉coumaroy1一およびferuloyl－CoAを用
いた時は酵素活性を示さなかった。
以上のことより、HMTase／HLTaseは13位に水薩を有し、7S，9S系列の糊配置を
有する四環性アルカロイドのみを基質とし、短鎖脂肪酸のチオエステル体である
acyl－CoAのみを補酵素とする酵素であることが明らかとなった（Table　10）。
Table　10　Substrate　specificity　of　HMT17ase皿Tase　ac直vity
CoA　derlvgtivε9T gloyl・Ace電yl・Propionyl・Crolonyl・日即zoy卜ρ・Coum田oyトFeruloy1・
A1㎞lold8山s電r81es CoA CoA CoA CoA CoACoA CoA
o 　　H7
x
　　　　　13
X高　力。H
｛・）・13αOH・
克Riflorino
o14）（73，9句
205
i100，
27．9
o乖3、6｝
119
o58．3）
，3．5
k6，6）
118
i57．8｝
くo．¶ ‘O、，
　H （＋｝・13皿OH・
撃浮垂≠獅霞ｦ
k20｝（7S，9句
392
o191｝
22．4
o10．9）
216
o106）
111
i54．3｝
212
i104） ｛Oj ‘oj
　3
H ｛・）・3β，13鵬。
р奄?凾р窒女モ凵E
P叩朋ino
71．8
i35．1｝
4．1
o2．Ol
N．D． N．D． 閥．D． N．D． 髄．D．
o ｛2η（7S，95｝
1黛 弩　　　　　　　OH　　H ｛・｝・b8Pllrolino
o28｝17凡9月｝
くO．1 ‘0．1 N．D． 凡D． 閥．D． N．D． 閥．D．
｛＋）噌pllupinineくO．1 凡D． N．D． N．o． 湘．D． ‘0．葉 ‘0，1
㈹
CH：ρHH言
｛・｝・lupinine
i15｝
くO．1 N．D． N．D． N。0． 閥、D． 喝o．1 ｛o．1
The　standard　assay　mixture　comprised　100　mM　K－Pi，　pH　8．0，0．5　mM　EDTA，1mM　DTr，
0．15mM　alkaloid　substrate，0．15　mM　acy1－CoA　and　dle　enzyme．　The　structuros　of　ester
alkaloids　with　unusual　acyl　moie廿es　weτe　detemlined　and　quandfied　by　GC－MS．
Values　in　parentheses　are　ralative　enzyme　acdvity（％）based　on　HMTase　acdvity．
The　acd．vity　was　hldicated　as　pkaげmg　protein．
N．D．；not　determined．
一41一
第六節　アルカロイドアシル転移酵素の細胞内局在性［49］
　ルピン系アルカロイド生合成に関与する酵素のうち、Iysine　decarbOxylase（LDC）お
よびcadaverineからquinolizidine骨格を形成する酵素はcholoroplastsに局在すると考えら
れている［14］。しかし、その他の生合成酵素の局在性については未だ明らかにされて
いない。そこで、アルカロイドアシル転移酵素のアルカロイド代謝系における役割
を生化学的に明らかにするため、HMTase／HLTaseの細胞内局在性について検討した。
　L．termisの約10日目の緑色発芽体の胚軸を用いて、330　mMのSorbitolを含むMES
buffer（pH　6、1）でhomogenizeし、綿布で濾過した後、その濾液を1，0009，12，0009，
100，0009で逐次遠心分離し、粗chloroplas　ts、粗mitochondria、　microsomesおよびcytosol
画分を調製した。そして、粗chloropiasts　：Bよび粗mitochondria画分については、　Percoll
密度勾配遠心により精製を行い、それぞれ精製chloroplastsおよび精製mitochondria画
　　　　　t分を調製した。それぞれの画分について、HMTase活性を測定した。また、各オルガ
冬ラ画分に存在する組arker　enzyme活性すなわち、　chloroplastsは光合成に伴う光還元能
［50，51】、mitochDnd　laはτCA回路の酵素fumaraseの活性［52］、　cy　tosolは解糖系の酵素
pyrophosphate：fructose－6－phosphate　1・・phosphotransferase（PFPas　e）の漕性［53］を測定した。
　その結果、HMτa3eは繍ochon面aに局在することがmitochondriaのmaker　enzymeであ
るfumarase活性との箆較によって明らかとなった（Table・11）。このことは、アルカロイ
ド生合成酵素がc難loro幽鵬以外のオルガネラに存在することを意味し、アルカロイド
の細胞内代謝経路を生化学的に考察する上で興味ある結果である。
　また、㎜aseの補酵素であるtigleyl－CoAの生合成経路については、ナス科Dutura属
植物に含まれるFロパン系アルカロイドのチグリン酸エステル体の研究で、
isoleucineから数段階を経てtigieyl－CeA　e：代謝され、さらにacery1－CoAとpropionyl－CoA
に代謝されることが証聡されている｛54－57｝。
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Table　111ntra㏄11ular　l㏄alization　of　HMTase　in　L　upinロ［5　tennis
Enzyme　activity（pl（atimg　pretein＞
SubceUular　frac丘onHMTase Photoreduction
（ChloroplastS）
欝u田ara3¢　　　　　PFPI｝言e＊
（1〉【i重nchg置ldSria＞　　　（Cy£esol＞
Homogenate
Crude　Chloroplas　ts
Pure　ChloroPlasts
Crude　Mitochondria
Pure　Mitochondria
M　icrosomes
Cytosol
3．06
3．69
くO．1
6，75
99、6
5、72
3．75
14．1
155
95．9
1．1
1L9
ND．
42．8
245（｝
〈1
＜1
405
5760
617
1770
95
〈G．1
＜o．1
35
くO．1
N．D、
129
＊PFPase，　Pyrophosphate：fructose－6－phosphate　1－phosphotransferase
ND．，　not　determined
　さらに、isoleucineからtigloyl－CoAへの代謝過程の関連酵素群はラットの肝臓、腎臓
などのmitochondria（マトリックス）画分に存在することが証明〔58，59ユされており興
味深い。
　つぎに、mit㏄hondriaのmarker　enzymeであるfumaraseはmitochondriaのマトリックス
に局在するので、㎜aseにりいても検討した。精製mitx）chondri　aを凍繍により破
砕し、遠心により上清（マトリックス）と沈殿（内膜・外膜）に分離した。そして、
HMTas。活性を測定した結果、　HMTaseはmit㏄h。ndriaのマトリツクスに局在すること
が明らかとなった（Table　12）。
　　　　　　　　　　Table　12　Distribution　of］E｛MTase　in　mitochondria　firaction
SubceUular　fractionHMTase　activity　Fumarase　activity
pkatimg　protein　　nka覧！mg　Protein
Pure　mitochondria
Supernata皿t（m　atrix）
Pe皿ct（membrane　fractions）
330
640
190
36．6
41、4
5．5
43一
第七節　考察
　チグリン酸エステル体はアルカロイド【7，601やテルペノイド［61－63］の植物二次代謝
産物の微量成分として、植物界に広く分布している。また、動物・細菌界において、
チグリン酸エステル体の生合成酵素いわゆるチグリン酸転移酵素に関する研究は未
だ、行われていない。故に、本論文において、轍elupi㎡e伽p伽5‘e㎜⑨の発芽体
の胚軸、根よりアルカロイドアシル転移酵素（HMTase！HLTase）を分離精製し、その諸
性質を明らかにしたのは今回が初めてのことである。
　本酵素（HMTaseMLTase）は）レピン系アルカロイドである（一）－13ct－hydroxymultiflorine
（14）と（＋）－13α一hydfoxylupanine（20）の13α（axi’ab位の水酸基にtigloyl－CoAのチグロイル
基を転移する酵素であることが明らかとなった。また、HMTase！HLTaseは、分子量約
50・kl）aの単量体酵素であり、等電点のみが異なる2つのIsoenzymeが存在する酵素であっ
た。
　キョウチクトウ科のニチニチソウ（（）atharan　thus　roseus）に含有するインドール系アル
カロイド生合成に関与するアセチル転移酵素（acetyl－CoA：deacetylvindoline
4－（｝acetyltranferase）は分子量45　kDaの単量体で、数種のlsoenzymeが存在する［40］。そ
して、本研究のHMTase1HLTaseの至適pHや，Klr［i［i値を含めた諸性質がニチニチソウのア
セチル転移酵素の諸性質とよく類似していた。
　HMTase／HLTaseの2つのIsoenzymeについては、　L，　termisの染色体数が2n＝30，40，50
の複2倍体［64】であること、そして2つのIsoenzymeの等電点が非常に近い値｛Isoenzyme
A（pl＝7．8），　lsoenzyme　B　（pl＝7．6）｝であることより、少数のアミノ酸のみが変異したい
わゆるmicroheterogeneiryであると考えられる。
　HMrase／HLTaseの基質特異性について検討した結果、本酵素は、13α（axx’ab位に水
酸基を有し、7位、9位の絶対配置が8配位である四環性アルカロイド
｛（一）－130r－hydroxymultiflorine（14），（÷）－13ct－hydroxylupanine（20），（一）－3β，13α一
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dihydroxylupanine（27）｝のみを基質とする酵素であった。言い換えると、本酵素は四
環性アルカロイドのA環構造の変化に対する活性への有無は認められず、7，9位の絶
対配置と13位の水酸基の配向性などC，D環の構造に対して厳しい基質特異性を有し
た。
　ルピン系アルカロイドはquinoliZidne骨格形成時に7，9位の絶対配置が決定され、
（7S，9S系列のアルカロイドと（7R，9R）系列のアルカロイドに分かれる［刀。天然に存
在する四環性エステル型ルピン系アルカロイドは、クソエンドウ（7　hermoρsis
chinensis）より単離された（一）一（＞acetylbaptifoline［48工のみが（7R，9R）系列のアルカロイド
であり、その他はすべて（7S，9S）系列のアルカロイドである。この事実を考慮すると
本酵素（HMTaseHLTase）が（7S，9S系列のアルカロイドのみを基質とする事実はよく理
解できる。また、このような酵素のアルカロイドの類似化合物に対する基質特異性
に関しては、他のアルカロイド代謝酵素でもi報告されている［65，66］。
　HMTaseHLTaseは細胞内のmitochondriaのマトリックスに局在していた。このことよ
り、HMTaseHLTaseの基質（14，20）がrnit㏄hondriaの中に輸送され、　HMTase肌Taseに
よりエステル化されるという代謝仮説が立てられる。また、天然に13β位に水酸基を
有するアルカロイドが存在しないこと、および（一）－lup　anine（7R，9R）（17）の水酸化体が
存在しないこと（Fig．8）を考慮すると、　HMTaseHLTaseの纈（14，20）の13α位の撤
化反応は、酵素的反応であり、おそらくmicrosomes画分に存在するP－450タイプの酵
素により行われていると思われる。さらに、本研究においてchloroplasts，
mitochondriaのオルガネラにおけるアルカロイドの蓄積は認められず、アルカロイド
の細胞内における蓄積部位は、他のオルガネラであると予想される。ルピン系アル
カロイド以外のアルカuイドでは、液胞［67，68ユやアルカロイドベシクル（アルカロ
イド小胞）［69，　70］などの他のオルガネラに蓄積している例がある。
　以上のことを考慮して、ルピン系アルカロイド生合成の細胞生物学的なモデルを
考案した（Fig．　22）。そのモデルとは、ルピン系アルカロイドはまず、　chloroplastsでの
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de　nove合成によりquinoliZidine骨格が形成され、次に、　microsomesでの水酸化、
mi　tochondri　aでのアシル転移によるエステル化、さらに液胞およびアルカロイドベシ
クルへの蓄積という代謝過程を経るというモデルである。アルカロイド代謝の
mitochondnaの関与は初めての知見であり、このようにアルカロイドが様々なオルガ
ネラを経由していることは興味深いことであると思われる。
　N㌦→　　　LDC
L⊥胆lne
＜ ＜
万
｛＋Hu　panin『
　　④ぬ8＠『＠僻緬㊥♂窃
醸）　　、．㌔．
　（＋トL凹P欄i隠　　　　　　　　　｛＋ト13Ct・Hyd　re】ry
　　　　　　　　　　　　upa　ne
　　　G』磁wa＠if＠8＠伽θ6曾】｝
　　　Supported　bヴo睡2y調tologlcal　oりk」臼nce
　　　Po鱒ibta　P轟電hw臨y
　　　h量r自ce1」凹虚r　t　r聞sport　P直趾1way
諾一、
Flg．22　Putative三ntracellular　transport　system　in　lupin　a韮kaloid　biosynthesis
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第三章　工ニシダ（Cytisus　scoρarius｝中のエステル型アルカロイド
第一節総論
エニシダ（q廊ロ∬CQρa施8）はヨーロッパ原産の落葉低木で、日本では観賞用植物と
して庭園などに植えられている。本植物の発芽体には、新規エステル型アルカロイ
ド（29）を含む計7種のルピン系アルカロイド｛（一）－3β一hydroxy－13ct－tigloyloxylupanine
（29），（一）－3β，13αdihydroxy三upa掘ne（27），（＋）一　1　3　ct－tigloyloxylup　anine（21），
（÷）－13α一hydroxyiup　anine（20），　（＋）－lupanine　（16），　（一）－sparteine　（30），　（一）－17－oxosp　arteine
（31）｝が単離されている（Fig．23）［47，　711。このように、全てのルピン系アルカロイド
が（7S，　rs）系列のアルカロイドである。また、憲アルカロイドである（一）－sp　arteine（30）
は子宮収縮剤として製剤化された医薬品であり、その他の作用とて抗不整脈的効果
E72］やNK（natura1　killer）細胞増殖抑制効果〔7】など医薬品素材として興味あるアルカロ「
イドである。
　エステル型アルカロイドはLupin　us属［7］植物の他に（脚5ロε属［16］、　Pearsonia属［17｝、
（　：alPimM’a属［18］、　Ro血a属〔19］植物などにその存在が確認されているが、エステル型ア
ルカロイド生合成酵素すなわちアルカロイドァシル転移酵素に関する研究は、
五即伽嘱植物以外行われていない。そこで、本章では新規エステル型アルカロイド
の構造（29）およびその酵素的生合成について述べる。
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　Fig．23　Lupin　arkaloids　from　the　etiolated　seedlings　of　Cytisus　scoparius
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第二節新規工ステル型アルカロイドの構造［71］
千葉市郊外において採取したエニシダ（Cytisus　sc（脚伽）の種子を暗所、25°Cで発
芽させた。発芽後、5－15日目の黄化発芽体より、新規エステル型アルカロイド
〈一）－3β一hydroxy－13α一tigloyloxylupanine（29）を単離した。
（一）－3－hdrox－13α一ti　lo　lox　lu　anine（29）の構造
化合物（29）は［α1D－8．7°を示すamorphous　solidで、　IRスペクトルでは、3350㎝4に水
酸基の吸収、3000，2902，2850　cm’1にB。hlmann吸収［25］、1690㎝’1にエステルの吸収、
そして1638㎝’1にラクタムの吸収が観測された。
EI－MSでは、　nz／fz　362に分子イオンピークを示し、以下nyfz　347（［M］＋－15），262，148，
134などのフラグメントパター一ンは（＋）－13ct－tigloyloxylupanine（21）のそれと非常に類似
していた［16］。また、化合物（29）の分子イオンピークは（＋）一　1　3　or　一　tigl　oyloxylup　at血e
（21）の分子イオンピークと比較して16マスユニット多く、分子内に水酸基の存在を
示した。
　i3C－NMRスペクトルでは、167．4，137．1，129．2，　14、4そして12．1　PPmにチグリン酸エ
ステルに由来するシグナルが観測された。化合物（29）の13位の炭素シグナルは
（一）－3β，13α一dihydroxylupanine（27）の13C－NMRスペクトル［47］と比較して、3．7　PPmの低
磁場シフトが観測された（Table　13）。
1H一㎜スペクトルでは、6．84　PPmにJ＝7．1，12　Hzのquartet，　quartetとしてIH分、
1．82ppmにJ」1．2・Hzのdouble　doubletとして3H分および1．79　ppmにJ』1．2，　7．1　Hzのdouble
doubletとして3H分のチグリン酸に由来するシグナルが観測された（Fig．24）。また、
5．10ppmにJ」2．7　Hzのquintetとして29の13位の水素に由来するシグナルが観測された。
これらのことより、チグリン酸部の配置は13α位であると決定した。
　そして、iH－iH　correlation　spectroscopy（COSY）と13C－1H　COSYにより、化合物（29）の
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すべての炭素および水素の帰属を行った。以上の結果から、新規エステル型アルカ
ロイド（29）の構造を（r）－3β一hydroxy－13（x－tigloyloxylupanineと決定した。
　　　　　　　　　　　　　δ5．10（1H，　quin，“』2．7　Hz｝
　　　　　　　　　　δ4’29（IH’dt’　」＝13！4，　2．2　Hz，　a）　　　　　正δ　ppm　from　TMSI
　　　　Fig．　241H・NMR　data　of（29）in　CDC13
Table　13　i3C・NMR　data　of（29）and（27）in　CDCI3
Carbon
No．
29 27 △δ（29－27）
2
3
4
5
6
7
8
9
10
斜
12
13
14
15
17
tigloyl　moiety
1暉
2曹
3喧
4‘
5’
t73．2
68．0
27．3
24．5
61．3
32．4
26．3
33．7
47．9
57．8
35．4
68．0
28．1
49．6
51．3
167．4
1　29．2
137．1
1　4．4
12、1
173．8
68．2
26，3
24、5
61．6
33．9
27．4
32、2
47．8
57．3
39，6
64．3
31．5
49．3
523
一〇．6
－0．2
1．0
0．0
－0．3
－1．3
－t1
1．5
0」
0．5
－4．2
3．7
－3．4
0．3
－1．0
’
（ppm　from　TMS）
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第三節　新規アルカロイドの酵素的生合成［71】
前節で述べた新規エステル型アルカロイド、（一）－3β一hydroxy－13ct－tigloyloxylupanine
（29）の構造を確認するため、アルカロイドアシル転移酵素による29の生合成を試み
た。本植物の緑色発芽体（15日目）の胚軸より常法により、粗酵素抽出液を調製し
た。本酵素を40－80％の硫安分画後、PD－10（Sephadex　G－25）CCによる脱塩を行った。
得られた酵素液を用いて、基質として（一）－3β，13α一dihydroxylupanine（27）、補酵素とし
てtigloyl－CoAを終濃度0．3　mMに調製し、30°C、180分incubationした・そして・反応生
成物をGC．MSにより確認した。その結果、反応生成物は29であることが確認され、
（一）－3β一hydroxy－13ct－tigloyloxylupanineの構造が正しいことが証明された。
　本実験では、化合物（29）の3位の水酸基へのチグリン酸エステル化反応は認められ
ず、本酵素液に存在するアルカロイドアシル転移酵素は13位の水酸基のみをエステ
ル化する酵素であることが明らかとなった（Fig．25）。このことは、　Lupinus属植物に存
在するHMTasen　LTaseの諸性質と類似しており、興味深い。
TigloyレCoA　　CoA－SH
HO
0
（27｝
”ttOH
HO
0
（29）
　　H　　o
H、c！
　　　CH3　　　　0
　O　　H
v，@oMcH、
　　CH3
”，tOH
Fig．25　EnZymatic　synthesis　of（一）－3S－hydroxy－13α一tigloyloxylupanine（29）
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第四節考察
　エニシダ（Cytt’sus　scopan’US）の発芽体より、新規エステル型アルカロイド
（一）－3β一hy（iroxy－　1　3　ct－tigloy　loxylupani　ne（29）を単離した。また、　Lupinus属植物以外で初
めてアルカロイドァシル転移酵素の存在を確認し、化合物（29）の酵素的生合成に成
功した。
　すでに、化合物（29）のアンゲリカ酸エステル体が南アフリカに自生している
Pearsonia　caj’anifolia　s　ubsp．　cyptanthaより単離されている［17エ。　Peaisonia属植物に存在す
るエステル型アルカロイドはすべてアンゲリカ酸エステル体のみである（Table　14）。
しかし、エニシダ（（話αψa伽）にはアンゲリカ酸エステル体は存在は確認されず、チ
グリン酸エステル体のみであった。一方、Lupin　us属植物は両方の異性体が存在する
（Fig．8）［33］。このことより、チグリン酸とアンゲリカ酸の細胞内の異性化反応はおこ
らないと考えられる。また、このような現象は、各植物間に存在するアルカロイド
ァシル転移酵素の基質特異性の相違によるものと思われる。
Table　14　Distrib面on　of　tigloy1－and　angeloyl－alkaloid　esters
in　Lロpinロ3，（7Ytl’s　us　and・Peaisonia　plants．
Genera　　Tigloyl－a工kaloid　esters　Angeloyl－alkaloid　esters
Lupin　us
q畑ロ3
Peansonia
十十 ÷一十
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第四章　マメ科植物中のアルカロイドアシル転移酵素と
　　　　エステル型アルカロイドの分布［44］
ルピン系アルカロイドを含有するマメ科植物7属11種（Lupinus属4種，　Cytisus属，
皿e㎜qp5f5属2種，　Baptisia　N，　EchinosophoraJkl，ル伽dd嘱，　S（励α嘱）において、6種
のアルカロイドアシル転移酵素（HMTase，　HLTase，　ECrase，　EFTase，　LCraseおよび
LFrase）活性の分布およびそれぞれの酵素のアルカロイド基質、生成物の分履を調
べた。その結果、いずれの酵素活性も恥p伽5属およびq頭5ロ嘱植物のみに存在して
いた（Table　l5）。これは、それぞれの酵素の基質および生成物のアルカロイドが
Lupin　us属およびq畑ロ5属にだけ含有されている実験結果とよく一・致する。
　功ρfm雌属植物中においても、それぞれの酵素の基質および生成物の有無によって
酵素活性の有無がよく対応されている。Lupin　us属植物の中でも、例えば、
ECraseMFraseに関しては、その基質（＋）－epilupinine（4）および生成物
（＋）－p－coumaroyVferロ10ylepilupinine（8，11）が含有されているBlue　lupine（Lupin　us　hirsutas）
のみに、酵素活性が認められるなど、エステル型アルカロイドの分布パターンとそ
れぞれのアシル転移酵素の有無はよく相関されていた。また、L．　hitsutusにおいては
HLTaseの基質（20）および生成物（21）が含有されていないにもかかわらず、肌Tase活
性が確認された。このことは、L．　temll’s（第二章）において明らかにされたHMTase
とHLTaseの基質特異性の事実から理解できる。
以上より、これらのアシル転移酵素がマメ科植物中におけるルピン系アルカロイド
の蓄積パターンを最終的に決定していることが示された。
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Table　15　DisUibution　of　acyltransferase　activities　and　corresp　onding　ester　alkaloids
　　　　　　　in　lupin　plants
Plant　speciesEnzyme　activity（pkaOfmg　protein）Alkaloid　accumUlationa
HMTase　HLTase　ECTase　EFrase　LCTase　LFrase13－OH－Mul　13－OH－Lup　Epi1Upinine　Lup㎞o
doriv．　　deriv．　　doriv．　　deriv．
Lupinロ5　temu’s　　26．9
L．albus（biItelr）　　　35．3
」し．aめロ5（sweet）　29．3
L．polyphy加51．04
xL．　ar加reUS
、L．11血rsロ血ls　　　　10．6
L．luteus（bi［ter）一．
」L　luteus（sw㏄‘）－
q頭5ロ35co卿ius－
0山er　genefa　　　　一
68 2
16
248
50．3
5L5
，
36
ロ
0
6．42 8．79
4．49
4．30
5．22
N．D．b
十十十十
十
十十十十
十
十
十十
　　Hypocotyls　and　roots　of　young　seedlings　were　u　sed　as　the　enzyme　sources　for　Lupin　us
termis，　jL．　albus，　RusseU　lupin（L，　polyphyllロ8　x　L．　arboreロ5），　L，　h加ロ加8，　L．　luteロ5　and
qアti5ロS　scopan’ロS．
　Young　leaves　harvested　in　Aprii　were　used　as　the　enzyme　s　ources　fbr　the　lupin　alkaloid
oontahユing　plants　in　other　genera，　T］！rermopsis　Iupinoides，　T：c血ine皿sis，　Baptisia　aロstralis，
王Ec血inosoρhora　koreensis，」Maackr’a　am　ure」nsis　and　S（】phora　fla　vesce皿s．　The　data｛br　aMoid
accumulation　in　each　plant　species　were　obtained　by　GC－MS　analysis．
　　鼠Key：13－OH－Mul　derivative，（一）－13α一hydroxymul面orine（14）and　its　derivadve；
13－OH－Lup　derivative，（＋）－13α一hydroxylupanine（20）a皿d　its　derivative；Ep丑upinine
de］dv　a丘ve，（＋）－ep丑upi皿ine（4）and　its　derivative；Lupmine　deriv　adve，（一ンlup血ine（15）and　its
derivative；＋，　presenq－，　absent．
　　b　　　N．D．，　not　determined．
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第二部
第一章
マメ科Luρinus属植物のsweetおよびbittet種における成分解析と
生合成酵素の解析『68］
総論
LupinusR　tgL物には、アルカロイド成分変種という、すなわちアルカロイド含量の
高いbi㏄r種とアルカロイド含量の低いsweet種が存在する。これに該当する植物とし
て、YeUow　lup加e（」Luρi　1　us　luteus），　White　lupine（L．　albus），　Nevv　Zealand　blue　lupine（L
angus　tifok’us），　Pear1　lupine（L，　m　u　ta　bth’s）などが知られている［74，75ユ。　Bitter種とsweet種
は遺伝的に異なるものであり、栽培条件や環境によって互いに変化するものではな
いo
高等植物における二次代謝産物生合成の分子機構を解明するために、成分変種を利
用することは、新しい研究のアプローチを可能にする。例えば、最近、山崎らによ
り、稲のリボゾームDNAをプローブとした制限酵素断片長多形｛　Restriction　Fragment
聖ngth£olymorphism（RHLP）｝の解析が行われ、植物間の遺伝的関係が明らかにされて
いる〔76，77］。Lupin　us属植物においても、　RFLP解析結果より系統樹が作成され、　L．
albusのbitter種とsweet種の間にゲノムDNA上の変異が検出された［77】。
　また、sweet種による低いアルカロイド含量はアルカロイド生合成経路の一部が卸
制されていることが原因であると考えられ、bitter種とsweet種の生合成経路の比較検
討が必要となる。
　そこで、第二部ではこれらL　upin　usk」植物の中でL．・lute　usおよびL．　albusの成分変種を
植物材料とし、ルピン系アルカロイド生合成に関する遺伝的な知見と化学的な知見
を結びつける新たな研究の展開を目的として、両植物のbitter種およびsweet種の成分
解析と生合成酵素の解析について述べる。
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　Yeliow　lupine（Lupinus　luteus）は和名をキバナノハウチワマメというヨー1コッパ南部
原産の一年生草本である．。
　また、White　lupine（L　albus）1ま和名をシロバナルピンという地中海地域原産の一年
生草本である。
含有アルカロイドは主として両植物ともに、（一）Lsparteine（30）を含み、　L．　luteusは
（一）．1upinine（15）と（一）－P－coumaroyllupinine（32）そして、　L．　albロsは（＋）－lupanine（16），（＋）－
13α一hydroxylupanine（20），（＋）－13α一tigloyloxylupanine（21）を含有している（Scheme　5）。
そして、L1ロ‘eu5、　L．　albusそれぞれのbitter種およびsweet種のアルカロイド成分変種
において、アルカロイド含量の差異を定量し、アルカロイド成分、生合成前駆体
L－lysineおよびcadaVerine含量の比較を行い、一連のアルカロイド生合成経路のどの段
階で制御されているのかを検討した。
　COOH　　　　　　NH，礁一く
鵡neC。識．，h。
゜1｛＋トLup8nin°㈹
o
HMTase
　　enzyrne
　　t
［げ）1
　　↓
　　｛・）・Sparteine〔30）
｛＋）－13〔z■Hydrexylupenine｛20）
　　
（＋）・t3a一丁lgleyloxySupanlne｛21）
色。副⑤四8
　H　？H・QH
（・｝・L凹pinine｛15｝
LCTase
k9脚CH．CH◎一・w
　｛・）rP・Coumaroyllupinlne（32｝
色。o＠愈＠＠8
Scheme　5　BiosynIhetic　pathway　of　lupin　alkaloids　in　Lupinus　albus　and　L．　luteus
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第二章　アルカロイド含量およびアルカロイドパターンの比較
種子の発芽後約一ヶ月の乾燥植物体（L，　luteus、　L．　albusのbi柱er種、　sweet種）を地上部
と地下部に分けて、それぞれ常法によりEtOHエキスを調製した。そして、これを酸
性・塩基性による溶媒分画した後、塩基性画分について（＋）－matrine（Fig．1）を内部標準
物質として、GC－MSによるアルカロイドの定性および定量分析を行った。
その結果、L．　luteus、　L．　albusともにbiUer種はsweet種と比較して顕著に全アルカnイ
ド含量が高いことが確認され、両植物とも地上部におけるbitter種の全アルカロイド
含量は、sw㏄t種のおよそ4倍であった（Table　16）。
Table　16　Distribution　of　tt）tal　alkaloids　in　bitter　and　sweet　plants
Species Form　　PartDry　wt
（％）
Concentration
of　alkaloids
（mg／9　dry　wt）
Total　amounts
of　alkaloids
（mg／9　Plant）
Lup血ロslロteus　B
lL．　a1わロ5
S
B
S
AR
AR
AR
AR
咽lQノ｛J」4QO¶⊥
ハUAUOハUOノーユ
｛U’411◎09
4！0〈UαJQO1⊥
五丁40Ω」3
ーユく」弓∬｛」
ハ∠－⊥000／1
＝J¶上
25．8
　0．5
（26．3）＊
　6．4
　0．6
（7．0）
16．7
　0．8
（17．5）
　4．4
　0．2
（4．6）
B，bitter　f（）m；S，　sweet　form；A，　aeria1　parts；R，　roots
＊The　sum　of　amounts　of　alkaloids　in　aerial　parts　and　roots．
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　また、アルカロイド成分を比較したところ、L．　Iuteusにおいては、　bitteriig、　sweet種
ともに主アルカロイドとして（一）－lupinine（15）が検出され、その他には（一）－spa質eine（30）
が検出された。また、L．　albusにおいては、　bitter種、　sweet種ともに主アルカロイドと
して（＋）－iupanine（16）が検出され、その他には（一）－sparteine（30）、（＋）－lupar血e（16）、
（＋）－13α一hydroxylup　a皿ine（20）、　（＋）－13α一tigユoyloxylupanine（21）、　（＋）－angustifoline（23）、
（÷〉－ammodendrine（6）が検出された。両植物ともにbitter種における各アルカロイド含
量はsweet種のそれと比較して顕著に高いが、成分変種間においてアルカロイドパタ
ーンには顕著な差異は認められなかった（Table　17）。
従って、両植物ともsweet種においてはcadaverineが環化して最初にできるアルカロ
イドである（一》1瑚nine（15）や（＋）－lupanine（16）が生成する以前の段階でアルカロイド
生合成が制御されていることが予想された。
Tableユ7　Lupin　alkaloids　in　bitter　and　sweet　plan　ts
Alk滋oids（pg／g　dry　wt）
Species　　　Fαm　　　Part　　（15）　　　（30）　　　（16）　　　（20）　　　（21）　　（23）　　（6）
．乙、luteロ3　B
S
L．albus　B
S
ARARARAR 12200
　138
1970
194G
　2．1
1420
　18．8
1030
　5．4
　38．O
　L7
　一＊
15300
1730
　449
　147
432
191
13．4
20、4
1300
199
　5．1
　18．0
379
90．0
　6．7
　8．1
93．2
20．4
5．2
4．0
B，biner　form；S，　sweet　form；A，　aeria工parts；R，　roots
＊Not　detected．
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第三章　生合成前駆体L－lysineおよびcadaverine含量の比較
アルカロイド生合成の前駆体であるL－1y　s　ineおよびcadaverine含量について比較検討
した。L－lysine含量は、第二章で述べたEtOHエキスを0．02　M　HCI溶液とし、活性炭処
理、濾過した後、アミノ酸アナライザーを用いて定量分析した。また、cadaverine含
量については、塩基性画分をTMS－BA｛N，σbis（trimethylsilyl）acetamide｝で40°C、15分
間処理し、得られたcadaverineのテトラトリメチルシリル（TMS）エーテル体を、
GC－MSを用いて定量分析した。
その結果、地上部におけるL－lysine含量はL．1uteusのbitter種で0．646　mg／g　dry　wt、
sweetl種で1．11mg／g　dry　wt、　L．　albusのbitter種で0．168　mg／9　dry　wt、　sweet種でO．085　mg／9
dry　w　tであった。また、　cadaverine含量についても、地上部において、」L．　luteusのbitter
種で2．70　P9／9　d　ry　wt、　sweet種で2．90μ91g　dry　wt、　L．　albusのbi廿er種で0．175　P9／9　dry　wt・
swe♂種でO．228pt　g／g　dry　wtであった。両植物とも成分変種問で若干の差はあるものの、
それほど顕著な差異は認められなかった（Table　18）。
従って、第二章の結果を含めて考察するとsweet種における低いアルカロイド含量
は、cadave血e以降の生合成段階で、且つ、　quinoliZidine骨格が生成する前の段階、す
なわちcadaverineが環化する段階で抑制されていると考察できる（Scheme　6）。
　　　Table　18　Disnibution　of　L－｝ysine　and　cadaverine　in　bitter　and　sweet　plants
Species Form　　PartConcentration
of　L－1ysine
（mg／g　dly　wt）
Concentration
of　cadaverine
（μ9／gdry　wt）
Lqρf血ロs　luteus
L．albus
BSBS ARARARAR 0．646
0．260
1．11
0．253
0．168
0．127
0．085
0．099
2．7
N．D．
2、90
N．D．
O．175
N．D．
0．228
N．D．
B，bitter　fomm；S，　sweet　fbmユ；A，　aerial　pasrts；R，　roots；N．D．，　not　deterlnine（1．
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第四章　アルカロイドアシル転移酵素活性の比較
次に、両植物の成分変種におけるアルカロイドの生合成制御機構に関して、生合成
酵素による相違の有無を明らかにするため、アルカロイドアシル転移酵素活性につ
いて比較検討を行った。
両植物のbitter種、　s　weet種の種子を発芽させ、約8日目の発芽体の胚軸を用い、常法
により酵素溶液を調製した。そして、L．　luteusについては（一）－lupinine
σpcoumaroyltransferase（LCTase）活性をL．　albusについては（＋）－13α一hydroxylupanine
OLtigloyltransferase（HLTase）活性をbitter種およびsweet種で比較した（Scheme　5）。
その結果、いずれの酵素活性もbitter種の活性の方が若干高いものの、　bitter種と
sweet種の間に顕著な差異は認められなかった（Table　19）。
Table　19　Acyltansferase　activities　in　bitter　and　sweet　plants
Species Form Acy正transferase　activity（pkatimg　protein）
Lcrase H　LTase
Lqρ加ロ5血1‘eロ5　B
　　　　　　　　S
L．albus　　　　　B
　　　　　　　S
4．49
4．30
N．D．
N．D．
ND．
ND．
316
248
B，bitter　form；S，　sweet　form；N．D．，　not　detemlined．
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第五章　考察
Lupi皿rs属植物に存在するアルカロイド成分変種（bitter種、　sweet種）について、
biUe鍾の全アルカuイド含量はswee鍾のそれと比較して4倍高い値を示した。しかし、
アルカロイド成分変化、生合成前駆体L－lysine、　cadaverine含量およびアルカロイドァ
シル転移酵素による差異は認められなかった。
以上より、ルピン系アルカロイド生合成を制御し、sweet種およびbiUer種を決定し
ているのは、cadave血eが環化し、　quinoliZidine骨格が形成される段階であると考えら
れる（Scheme　6）。
　　NH2
　　NH2
Cadaverine
　　enzyme
　　　－「
　　N〃CH
　　NH2
Scheme　6　The　regulatory　step　of　biosynthetic　pathway　of璽upin　a】kaloids　in　Lupinus　P頁ants
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総括
　本論文は、マメ科Lupin　usおよびCytis　us属植物中に特異的に見い出されるエステル
型ルピン系アルカロイド生合成酵素の生化学的研究を行った。
　第一部・第一章においては、Blue　lupine（恥ρ伽5臆3吻5）の発芽体より新規エステ
ル型アルカロイド配糖体（一）一（3’－methoxy－4’－oc－L－rhamnosyloxycinnamoy1）epilupinineを単
離した。そして、エステル型アルカロイド生合成に関与する3種の新規アルカロイド
アシル転移酵素（HMTase，　ECras　e，　EFrase）の存在を確認し、その諸性質について検討
した。
第一部・第二章では、wrte　lupine（L．　termis）の発芽体より、四環性エステル型アル
カロイド生合成酵素つまりチグリン酸転移酵素（HMTase，　HLTase）の精製に成功し、そ
の諸性質について明らかにした。また、チグリン酸転移酵素の細胞内局在性を明ら
かにし、アルカロイド生合成の細胞内ダイナミクスについて考察した。
第一部・第三章では、q廊ロ嘱植物の発芽体より、新規エステル型アルカロイド
（一）－3β一hydroxy－13α一tigloyloxylupanineを単離し、その生合成酵素の存在を明らかにした。
第一部・第四章では、ルピン系アルカ「ロイド含有植物7属11種に関して、アルカロ
イドアシル転移酵素と酵素基質・生成物の分布を調べ、アシル転移酵素がマメ科植
物中におけるルピン系アルカロイドの蓄積パターンを最終的に決定していることが
不された。
第二部では、加pf甜3属植物に存在するアルカロイド成分変種（bitter，　sweet種）の生化
学的性格づけを行い、アルカロイド生合成の制御に関する知見を得た。
ルピン系アルカロイドに関する研究は古くから行われており、日本では1889年、長
井長義によって生薬“苦参”より（＋）－matrineが単離［78］されて以来、合成［79］、絶対配
置［80｝、薬理活性［4］など長年にわたり行われ、現在に至っている。
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生合成研究に関しては、1970から80年代にかけて、標識化合物の取り込み（in・vivo
トレーサー）実験が活発に行われてきた［8，81］。筆者が所属している研究室でも、生
合成経路の酵素学的研究［11－13】や組織培養系を用いたアルカロイド生産に関する研
究［82，83ユが行われ、アルカロイドの生合成研究に大きく貢献している。しかし、ア
ルカロイド生合成機構については、未だ不明な点が多く残されているのが現状であ
る。
近年の植物分子生物学の進歩により、有用なアルカロイドの生合成に関して、正確
な生合成経路やその発現調節機構の解明、さらに人為的生産制御などが可能になっ
ている。インドール系、トロパン系およびイソキノリン系アルカロイドでは、いく
つかの有用なアルカロイド生合成遺伝子が単離され、その発現調節機構の解明が進
んでいる［84］。そして、その研究のほとんどの場合がアルカロイド生合成酵素の単離
精製が初期段階として行われている。
　このような観点から、ルピン系アルカロイド生合成経路の中で唯一、精製されたア
ルカnイドァシル転移酵素の本研究は、今後のルピン系アルカロイド生合成機構の
解明に大きな役割を果たすのものと思われる。
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実験の部
General　Methods
1）植物材料（Plant　ma面als）
Blue　lupine　（Lupin　us　hbrsutus　L．）、　Yellow　lupine（bitterj種）（L．　luteus　L．）およびRussell
lupine（L．　p〔）lyphyllus　Lindl　x　L．　arboreus　Sims）の種子：サカタのたね（株）より購入。
White　lupine（L加f5　F・rsk）の種子：O．　B．　Abdel－Haliin博士の提供による・
L．alb　us・L．（bi廿er種）の種子：M．　wink博士の提供による。
　L．　albus　L．（Tifwhite）（sweet種）およびL．　luteus　L．（Iryd）（sweet種）の種子：MF．】1　oborts
博士の提供による。
　エニシダ（CYtl’sus　scopari’us　Link）の種子：千葉市郊外にて採取。
　クララ（Sophora　fla　vescens　Nton　v　ar．　angustifolia　Kitagawa）、　イヌクララ（EiChinosoρhora
koreensis　Nakai）、センダイハギ（7］hermoρsis　luρinoides　Link）・クソエンドウ（T・　chinensis
Benth）、ムラサキセンダイハギ（Bap血’sia　aロ5血盟5　R・Br・）およびイヌエンジユ（Muackia
amurensis　Rupresh．　et・Maxim　var．　bue冗g頒Schneid）の若葉：千葉大学薬学部附属植物園
の栽培植物を使用した。
2）試薬（Chemicals）
アルカロイドは全て千葉大学薬学部生薬学研究室で単離されたものを使用した。
補酵素（tigl。yl－C。A，　acetyl－C・A，　pr・pi。ny1－C・A，・cr・t・nyl－C・A，　benz・yl－（鮎）はSigna
より購入した。pCoumaroyl－CoAおよびferuloyl－CoAはSt6ckigtとZenkらの方法［85］に従っ
て合成した。
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その他の試薬は市販品を用いた。
3）アルカロイドの抽出
3－1）植物材料からの抽出［48］
植物を細切して、75％EtOHで数回抽出（3－4回）する。植物を除き、抽出液を減圧濃
縮する。得られた濃縮液を希HCIでpH2－3とし、　CH，C』で中性・酸性物質を抽出除去
する。次に、水層を濃アンモニア水でpH13－14とし、　CH，Cl，で抽出する。得られた
CH2Cll層を減圧濃縮し、塩基性成分を得る。さらに、残りの水層を冷却下、　K2CO，で
飽和溶液とし｛再びCH2Cl2で抽出する。減圧濃縮後、先に得られたCH，CI2抽出物と合
わせ、総塩基性成分を得る。
3－2）酵素反応液（マイクロチューブ）からの抽出
酵素反応液．（HCIにて反応停止）にAcOEt　500plを加え、中性・1酸性物質を抽出除
去（2回行う）する。次に、水層をK2003（約150　mg）にて飽和溶液とし、再びAc（）Et
sOOμ1で抽出（2回行う）する。得られたAσOEt層を減圧濃縮し、総塩基性成分を得る。
4）粗酵素抽出液の調製（全ての操作を0－4℃の条件で行った。）
植物材料（発芽体など）を適当に細切し、buffer（200　mM　K－Pi，　pH　8．0，0．5　mM
EDTA，250　mM　s　ucrose，10　mM　2－merc　ap　toethanol）（3m］／9　fr．　wt）とpolyvinylpolypyrrolidone
（O．ユ9／9　fr．　wt）を加えて、　Waring　blenderでhomogenizeした。そして、綿布で濾過し、得
られた液を冷却遠心（10，0eo　9，　IO分，0°C）した。そして上清を粗酵素抽出液とした。
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5）タンパク質の定量「86］
酵素溶液800μ1にBio－Rad　Protein　Assay試薬（Bi。－Rad）200plを加え、室温15分放置後、
ODsesで定量した。検量線はBSAで作成した。
6）限外濾過法による濃縮
限外濾過膜のPM系ダイアフロメンブレン（Amicon）をセットした限外濾過装置｛撹拝
式セル8050型（Amicon）｝の中に酵素液を入れ、　N2ガス（圧力約2．Okg／cm2）により濃縮
した。また、Cen面con－10（Amicon）では遠心により酵素液を濃縮した。
7）酵素反応によるエステル型アルカロイドの定量（HPLC分析）
酵素反応生成物と内部標準物質の面積比より生成物の含量を求めた。検量線はアル
カロイド標品を用いて作成した。酵素活性単位はpkat（picomoles／s）を使用した。
8）機器
比旋光度は日本分光DIP－181　digita　l　pOlarimeterを用いて測定した。　UVスペクトルは
U．3400形日立自記分光光度計を用いた。IRスペクトルは日立260－10・infrared
spectrophotometerを用い、　KBr錠、　CHCI，で測定した。　NMRスペクトルは・日本電子
（JEOL）JMS－ALPHA500，　JNM－GSX500，　JNM－GSX400，　JNM－FX270を用いて・TMS
（tetramethylsilane）を、内部標準物質として測定した。　MSは、日立RMU－6E，日本電子
（JEOL）JMS－D300を用いて、70eV　dilet　inlet　systemで測定した。　FAB－MSは・
JEOL．HX－110を用いて、　（マトリックス：m－nitrobenzylalcohol）測定した。
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HPLC　（酵素活性測定、アルカロイドの単離）
Pump（JASCO　880－PU），　pet㏄箆r（JASCO　875　UV）・　lntegrater（Hliitachi　D－2000
Chromat（》lntegrater）を使用した。
　HPLC（酵素の精製）　：
Pump（HrrAC肌一6210），・Detecter（㎜A（：　L－4000）・　Fracti・n　c・llect・r（HITA㎝
L－5200），Integrater（Hitachi　D－2500　Chrom　at（トlntegrater）を使用した。
GC．MS（アルカロイドの定性・定量、糖の定性）：
GC部｛HP5890　SERIIES　ll（横河電機）｝，　MS部｛HP5917A（横河電機）｝・c・lumn
｛DB－1（J＆W）30m　x　（1＞O．252㎜膜厚O．25pm｝を使用した・
　Am血o　acid　arializbr：
日立全自動高速アミノ酸分析計（835－10型）、日立クロマトデータ処理装置
（834－30型）を使用した。
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9－1）担体
Sephadex　G－25，　PD－10　column，　DEAE－Sepharose　Fast　Flow，　Mono　P　column，　Sephacyl
S－200，　DEAE－Sephadex　A－50：Pharmacia
Ultraspherogel　SEC3000：B㏄㎞an
Iil3－hydroxylapatite　：高研（株）
　LiChrosorb　Si60｛（5μm），Φ4．6　x　250　mm｝，Silica　gel（Kieselgel，70－230と230－400　mesh）：
Merck
9－2）TLC
SWca　gel（Kieselgel　60F2s4）0．5mm　plateとO．25mm　plate：Merck
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9－3）HPLC分析の条件［87］（酵素活性）
Column（LiChrosorb　Si60），流速（1．5ml／min），溶媒組成｛25％MeOH　in　ESO：5％　NH，OH
（500：20v／v）｝
測定波長（エステル型アルカロイドのλm。x）
（一）一　1　3　ct－tigloyloxymulti　florine（327㎜）
（＋）－feruloylepilupini　ne／（一）－feruloyllupini　ne（326㎜）
　（＋）一、pcoumaroylepilupinine／（一）－p－coumaroyllupir血e（313　nm）
　（＋）－13α一tigloyloxylupanine（220　nm）
9－4）GC－MS分析の条件［16］：
注入口温度（250。C）、検出器温度（300。C）、　mass　range（30－600　mass　unit）・昇温（オー
ブン温度）プログラム｛100°C，2分一定、15°C1’分で100→300°Cまで、そして300°C，5
分一定｝、Carriar　gas（ヘリウム）
第一部・第一章に関する実験
第二節に関する実験
新規エステル型アルカロイドの単離・構造決定
1990年5月、千葉大学薬学部附属薬用植物園で栽培したBlue　lupine（Lupinus　hirsutus）
の地上部（葉・茎，7．58kg　fr．　wt）より得た総塩基性成分109（0・13％／fL　wt）について・
CH，ClガMeO且28％NHpHおよびEl」O－MeOH－289・NH、OH溶媒剰こよるSilica　gel　CC・分
取HPLCを併用して分離を繰り返した結果、新規エステル型アルカロイド配糖体
（一×3’．methoxy－4・－ct．L．rharnnosyloxycinnamoyl）epilupinine（12）（5．8mg）を単離した。
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（一）一（3’－methox－4’－cz－L－rhamnos　lox　cinnamo　l）e　ilu　inine（i　2）：Arnorphous　solid．［α］D
．375・iEtOH，　c－0．056）．　UVXmaMe°“　nma・9ε）：226sh（3．78），316（3．83）』lv．，．cHCIコ　cm’1：
3359（OH），2940，2860，2820，2760（Bohlmann　bands），1710，1260，1170（ester），1630
（C＝C），1600，1510（arom　a廿c）．　EI－MS雌（reL％）：345（9．9），168（55），152（100）．
FAB－MS雌492【M＋H］＋，346［（M＋H）－rh　amnose］九　iH－NMR（CDC13，500　MHz）δppm
from　TMS：trans－isomer（12a）7．60（1H，　d，」』15．9　Hz，　H－7t，　trans），7．14（1H，　d，」』8．24
Hz，　H－5’），7．1ユ（1H，　dd，　J』8．24　Hz），7．05（1H，加，　H－2塵），6．32（1H，　d，　J』15．9　Hz，　H－8’，
trans），553（1H，　s，　H4”，　anomeric），3．86（3H，　s，3’－OCHg，1．26（3H，　d，」」6，96　Hz，61LMe
of　rhamnosyl　moiety）；cis－isomer（12b）7．43（1H，　d，」」1．64　Hz，　H－2’），7．07（IH，　d，　J」8．61
Hz，　H－5’），7．03（1H，　d（i，　J』8．61，1．64　Hz，　H－6t），6．91（IH，　d，　J」12．6　Hz，　H－7’，　cis），5．89
（1H，　d，」」12．6　Hz，　H－8電，　cis），551（1H，5，　H－111，　anomeric），3．84（3H，5，3’－OCHρ，130
（3H，　d，　J』6，42・Hz，6曹LMepfrh…sylm。iety）・13C－NMR（CDCI・・　125　MHz）血Table　2・
化合物（12）の加水分解
　　化合物（12）1．8mgを3％HCI中、37°Cで15時問放置後、　CH2Cl，で抽出した。
CH，Cl2層を減圧乾固後、　rhamnoseを得た。水層より得られた化合物はco－TLC，
co－H　PLCにより、（＋）－feruloylepilupinine（11）であることを確認した。さらに、化合物
（11）を7％HCI中、37°Cで2時間で加水分解し、（＋）－epilupinine（4）を得た。　Rhamnose
は乾燥pyridine　1mlに溶解し、　trimethylchlorosilane（TMCS）0．1m1を加え、密栓し、10秒
以上振り混ぜた。減圧乾固後、n－hexaneに溶解し、　GC－MSで分析した。
第三、四節に関する実験
アルヵロイドアシル転移酵素（HMTae，　ECrase，　EFrase）に関する実験
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粗酵素抽出液の調製
アルカロイドァシル転移酵素の器官分布および硫安分画による部分精製
Blu。1upine（Lupin　us　hiisutus）の種子をバーミキュライト上で、約14－16日間発芽させ、
葉（61．5g　fr．　wt）、子葉（52．8g　fr．　wt）、胚軸（104g　fr．　wt）および根（50．4g　fr．　wt）の各器官に
分けた。そして、常法（General　method参照）に従い各器官より、粗酵素抽出液を得
た。各抽出液を40－80％硫安分画して、最少量のbuffer（30・mM・K－Pi・buffer，　pH　8．0，0．5
mM　EDTA，10　mM　2－merc　ap　toe　th　anol）に溶解し、透析膜（seamless　cellulose　tubing，　size
18／32，Union　carbide　corP．）による脱塩をした。脱塩後、透析膜を切ってメスシリンダー
に注ぎ込み、体積およびタンパク量を計算した後、各部位のタンパク質濃度が同じ
になるように調製して、アルカロイドアシル転移酵素（HMTase）活性を測定した。
　また、硫安分画による部分精製は別途に発芽させた本植物（約14日間）の胚軸
（1209　fr．　wt）より調製した、本酵素液を0－20％，20－40％，40－60％，60－80％および80－100％
硫安分画を行って、アルカロイドアシル転移酵素（耳MTase）活性を測定した。
DEAE．Se　harose　CCによるアルカロイドアシル転移酵素（HMTae，　ECrase，　EFI’ase）の
部分精製
　約10日間発芽：させた本植物の胚軸、根（4209　fr．　wt）を用いて、常法に従い40－80％硫
安画分を行い、得られた沈澱を少量のbuffer・A（10　mM　Tris－HCI，　pH　7、5，　O．5　m］Xt［　EDTA，
10　mM　2－mercaptoethanol）に溶解させた後、同buffer　Aで平衡化したSephadex　G－25（fine）
CC（〈1＞8．4・X・21・cm）で脱塩した。脱塩した酵素液．を同buffer・Aで平衡化した
DEAE－Sepharose　Fast　Flow　CC（Φ3．4×9．O　cm）に吸着させた。同buffer　Aでよく洗浄し
た後、buffer　A（150　ml）およびO、3　M　NaC！を含むbuffer　A（150　m1）でHnear　gr徳ent溶出（0．0
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M→0．3M）を行い、最後にO．5　M　NaC正を含むbuffer・A（200　m1）で洗浄した。なお・各
ftactionを4mlつつ分画し＼適当に選び出したfractionについてHMTae，　ECraseおよび
EFrase活性を測定した。
　なお、酵素液の保存は、10％glycero1溶液とし、－20°Cで保存した。
酵素活性（HMTae，　ECTase，　EFrase）の測定
　Enzyme　solution（pH　75－8．0）
　45mM　DTT
　6mM　AIkaloid　substrates
　｛（一）－13α一hydroxymultMorine（14）
・　（＋）－epilupinine（4）｝
　6mM　Acy1℃oA　derivatives
　｛tigloyl－CoA，　P－coumaroyl－CoA
　feruloyl－CoA｝
200　pl
16μ1（3rnM）
12μ1（0．3mMD
12トLl（0．3　n1工＞1）
　　　　　　　　　Tota1　volrime　　　　　　　　　　　　　　240　pl
なお、括弧内は終濃度を示す。
酵素活性は上述のように調製し、30°C、60分incubation後、　I　N　HCI　20plを加え反応
を停止させる。内部標準物質（一）一坪methylcy廿sineを10μ1（＝1．0μg）を加えた後、常法
（General　method参照）により塩基性成分を抽出する。得られた塩基性画分をHPLCにて
定量分析した。なお、加熱変性によるcontrol実験は80°C、60分処理した酵素液を用い
た。
第五節に関する実験
酵素の諸性質に関しては、－20°Cで保存した10％glycero1EIE素溶液を使用した。
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㎞値の算出
酵素基質濃度（O－300　pM）および補酵素濃度（0－300μM）の範囲で酵素（HMTase，
ECTas　e，　EFrase）活性を行い、　Lineweaver－Burk　plot［30】によりK加値の算出した。
SH試薬による影響
酵素液に反応15分前にSH試薬｛DTr（3　mM），　N　ethylmaleimide（0．01，0・1，1mM），
pchloromercuriphenylsufonic　acid（0．01，0．1，1mM）｝を添加し・HMTase活性（前節の実
験に準ずる）を測定した。
基質特異性
ECTaseAilFrase活性に用いる基質（＋）－epilupinine（4）の代わりに、（一）－lupir血e（15）（終
濃度0．3mM）を加えて酵素活性を測定した。
第一部・第二章に関する実験
第二節に関する実験
Luρin　us　termisの発芽後約0，3，　7，12，20日の緑色発芽体（18個体）を各器官（葉、子
葉、胚軸、根）に分けて、それぞれについて、粗酵素抽出液の調製（Genera1・methOd参
照）をした。40－80％硫安分画し、PD－10　CCによる脱塩後・得られた液を用いて
HMTase活性（第二章・第四節参照）を測定した。
　また、アルカロイド含量については常法（Genera　1・methOd参照）1こより、得た総塩基性
画分をGC－MSにて定量分析した。
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第三節に関する実験
エステル型アルカロイ生合成中間体の植物への取り込み
発芽後約7日目のL．telMisの根より終濃度O．1，1mMに調製したエステル型アルカロ
イ生合成中間体｛L－lysine，　cadaverine，（＋）－lupanine（16），（一）－multiflorine（1），
（＋）．13α一hydroxylupanine（20），　isoleucine｝を吸収させる。48時間後、植物を収穫し、
HMTase活性（前節参照）を測定した。
エステル型アルカロイ生合成中間体のHMTase活性へ影響
エステル型ア’ルカロイ生合成中間体｛L－lysine，　cadaverine，（＋）－1upanine（16），
（＋）－epilupinine（4），　is　oleucine，　CoA－SH｝を酵素液に反応15分前に終濃度（0．L　1，5，10
酬こなるよう添加し、㎜ase活性を測定した。
活性測定は3回行い、平均値と標準偏差を算出した。
K値の算出
酵素活性阻害を有する化合物｛（＋）－lupanine（16），（＋）－epulipinine（4），　tigloyl－CoA｝につ
いて、それぞれ終濃度（0，5，10mM）になるよう酵素液に添加し、酵素基質濃度（O－300
PtM）および補酵素濃度（O－300　pM）の範囲でHMTase酵素（HMTase，　ECTase，　EFrase）活性
を行った。そして、Dixonらの方法［42］によりKr値を算出した。
第四節に関する実験
HMTaselHLTaseの精製
全ての操作をO－4°Cの条件で行った。｛Step　7，8，9に関してはHPLC　system（室温）
で行った。｝
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　White　lupine（Lupin　us　temiis）の約10日目の緑色発芽体（葉、子葉を取り除いた）の
胚軸、根（2．88kg　fr．　wのをPOIyvinylpolypyrrolidone（2909）と8，000　mlのbuffer　A（200　mM
K－Pi，　pH　8．O，　O．5　mM　EDTA，10　mM　2－mercaptoethanol，250　mM　sucrose）でWa　ring　blender
を使用し、homogenizeした。そして、綿布で濾過した。得られた液を冷却遠心
（10，000　g，10分，0°C）した。
Step　1で得られた上清（8，600　ml）を40－80％硫安分画し、得られた40－80％硫安penetを
400m1のbuffer　B（20　mM　K－Pi，　pH　6．8，0．5　mM　EDTA，10　mM　2－mercaptoethanol）で溶解し
た。溶解液を同buffer・Bで平衡化したSephadex　G－25（且ne）CC（Φ8．4×37．5　cm）で脱塩
した。
脱塩した酵素液（750　ml）を同buffer　Bで平衡化したDEAE－Sepharose　Fas　t　Flow　colum　n
（〈b3．4　X　22　cm）に吸着させた。同buffer・B（400　m1）でよく洗浄した後、0・3　M　NaC1を含
むbuffe；　B（800　ml）で吸着タンパク質を溶出させた。　HMTase皿Tase酵素活性は非吸着
画分に存在した。
Step　3で得られた酵素活性溶液（1，150　mi）を同buffer・Bで平衡化したCibacron　Blue　3GA
colu㎜（Φ3．4×155　cm）に吸着させた。同buffer　B（700　ml）でよく洗浄した後・buffer　B
（500・ml）および2　M　KCIを含むbuffer　B（500　m1）でlinear　gradient溶出（0．O　M→2・O　M）を行っ
た。流速は1　mVminで行い、各fractionを11・mlつつ分画した。
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酵素活性のあるKC1溶出fraction（No．1・85－225）を集めて、限外濾過法（Genera1　methOd
参照）により8．2・m1まで濃縮した。この液をbuffer・C（30　mM　Tris－HCI，　pH　8．5・0・5　mM
EDTA，10　mM　2－melcapt㏄thanol）で平衡化したSephacryl　S－200　column（Φ3　X　96・8　cm）に
付した。タンパク質は同buffer　Cで溶出させた。流速はO．5　ml！minで行い、各fractionを
4　mlつつ分画した。
Ste　6：DEAE－Se　hadex　A－50　CC（2nd陰イオン交換樹脂）
酵素活性のあるfraction（No．　45－55）を集めて、同buf£er　Cで平衡化した
DEAE－Sephadex　A－50　column（Φ3．4×10　cm＞に吸着させた・同buf£er　C（500　m1）でよく洗
浄した後、buffer　C（200　m1）および0．3　M　NaC1を含むbuf罫er　C（200　m1）でhnear　gradient溶
出（0．O　M→0．3　M）を行った。流速は0．2　mVminで行い、各fractionを8・miつつ分画した。
酵素活性のあるfraction（No．　93－106）を集めて、限外濾過法にて2．5　mlにまで濃縮し、
buffer　D（10　mM　K－Pi，　pH　8．0，10　mM　2－mercaptoethanol）で平衡化したPD－10（Sephadex
G－25）CCにて脱塩をした。脱塩した液（3．5　ml）を同buffer　Dで平衡化した
KB－Hydroxylapatite　column（Φ0．78×10cm）に吸着させた。同buffer　Dでよく洗浄した後、
buffer　D（50　m、1）およびO．3　M　KCIを含むbuffer　D（50・mi）でlinear　gradient溶出（0．O　M→0．3
M）を行った。流速はL68　mVminで行い、各firactionを2．5　mlつつ分画した。
酵素活性のあるfraction（No．15－25）を集めて、限外濾過法およびCenUicon－10（General
ヱnethod参照）にて150μ1にまで濃縮した。濃縮液をbuffer・E（30　mM　K－Pi，　pH　8．O，　O．3　M
NaCl，　O．5　rn］Nd　EDTA，10　mM　2－mercapt㏄thano1）で平衡化したUltraspherogel　SEC300
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column（（1＞O．75　X　30　cm）に付した。タンパク質は同buffer　Eで溶出させた。流速は0．6
ml！minで行い、各fractionを150μ1つつ分画した。
酵素活性のあるfraction（No．17－19）を集めて、　buffer・F（25　mM面ethanolamine，　pH　8．3，
10　mM　2－mercaptoethanol）で平衡化したPD－10　CCによる脱塩をした。得られた液（35
m1）を同buffer　Fで平衡化したMono・column（HR　20／5）に吸着させた。同buffer　Fで洗浄後、
buffer　G（Polybuffer　96，　pH　7．0，10　rr［M　2－mercaptoethanol）で溶出させ・pH　gradientを作っ
た。流速は1mVminで行い、各fractionを2・miつつ分画した。
SDS－PAGE
Laemimliの方法［88］に従い、12％アクリルァミドゲルを作成し、タンパク質の検出
はCoOmassie　Brilliant　Blue染色｛Quik－CBB　kit（和光純薬）｝および銀染色［89］を行った。
　Step　5のSephacryl　S－200　CCとStep　8のUltraspherogel　SEC300　CCにおいて・標準タン
パク質｛blue　dextran　2000（Mr＝2，000，000），　bovine　s　erurn　albumin（Mr＝67，000），　ovalbumi　l
（Mr＝43，000），　chym。trypsin・gen　A（M，＝2S　，OOO），　rib・nuclease　A（堰＝13，700）｝による検量線
を作成し、これによりアルカロイドアシル転移酵素の分子量を求めた。
　同様にSDS－PAGEについても標準タンパク質｛phosphory1ase　b（Mr＝94，000），　bovine
senm　albumin（Mr＝67，000），　ov訓bumin（Mr＝43，000），　carbonic　anhydrase（ハ4；30，000），
soybean　trypsin　inhibitor（IS‘C＝20，　1　OO），　ct－1actalbumin（M　＝14，4000）｝を用いて測定した。
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酵素活性（HMTae，肌Tase）の測定
Enzymo　solution
150mM　K－Pi　buffer（pH　8．0）
15mM　DTT
31nM　AIkaユoid　substrates
｛（一）－13α一hydroxymUltiflori皿e（14）
（＋）－13α一hydr。xylupanine（20）｝
3mM　Tigloyl－CoA
40μ1
16 pl（100　rnM）
16μ1（11nM）
12pl（0．15］rnM）
12p．1（0．15　rnM）
　　　　　　　　　Total　volurne　　　　　　　　　　　　　　　240μ1
　なお、括弧内は終濃度を示す。
酵素活性は上述のように調製し、30°C、60分incubation嵐6N　HCI　20μ1を加え反応
を停止させる。内部標準物質（一一）－N－methylcytisineを10μ1（＝1．0μg）を加えた後、常法
（General　meth（x1参照）により塩基性成分を抽出する。得られた塩基性画分をHPLCにて
定量分析した。HLTase活性においては内部標準物質を20μ1加えた。
第五節に関する実験
酵素の諸性質に関しては、－20°Cで保存した10％glycero1酵素溶液を使用した。
pH　4－11の範囲のbuffer｛Acetate　buffer（pH4．0，5．0），　MES　buffer（pH45，5．0，55），　K－Pi
　buffer（pH6．0，6．5，7．O，7．5，8．0），肥PES　buffer（pH7．0，7．5，8．0），　Tris　buffer（pH7．5，
8．0，85），Glycine　buffer（pH8．0，9．0，10．0，11．0）｝を反応終濃度100　mMに調製し・
HM］rase活性（第四節の方法に準ずる）を測定した。活性測定は2回行い、平均値を
算出した。
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　温度による景多響
100mMK－Pi　bu茄er（pH8．0）の酵素反応溶液を8段階の温度（O，10，　20，　30，　40・　50・　60・
70，80。C）にて、5分incubation後、遠心（10，000g，10分）した・得られた上清でHMTase活
性を測定した。活性測定は2回行い、平均値を算出した。
Km値の算出
第一章・第五節（Lupinus　hirsutus）と同様な方法で行った。
SH試薬による影響
第一章・第五節（Lupinus　hirsutUs）と同様な方法で行った。
基質特異性
　アルカロイド｛（一）－13α一hydroxymultiflorine（14），（＋）－13α一hydroxylupanine（20）・（一）－3β・
13ct．dihydr・xylupanine（27），（一）－b　ap　tif・1ine（28），（＋）－epilupinine（4）・（一）－lupinine（15）｝お
よびacyl－CoA｛tigloyl－CoA，　acety1－CoA，　propionyl－CoA，　crotonyl－CoA，　benzoy1－CoA，
P．coumaroyl－CoA，　feruloyl－CoA｝を終濃度0・15　mMに調製し・第四節の方法に準ずる方
法で酵素反応した。定性・定量分析はGC－MSを用いた。
第六節に関する実験
細胞内オルガネラの分離・精製（全ての操作は4°Cで行った。）
Chloroplastsの単離はMillsらの方法［90］に基づいて行った。　L・termisの発芽体（約10
日目）の胚軸（160g　fr．　wt）を約1cm間隔に切断し、480　mlのbuffer　A（50　mM　MES，
　　　　　　　　　　　　　　　　　．79一
pH6．1，　330　mM　s。rbit・1，　2　mM　EDTA，　1　mM　MgCl．　2　mM　s・dium　is。asc・rbate・・O・1％BSA）
を用いてWaring　blenderで数秒間（約10－30秒）homogeni　zeした後・綿布で濾過し・濾
液を1，5009、100秒間遠心した。得られた沈澱を粗chloroplastsとした。上清は
mitochondriaの単離iに用いた。粗chloroplastsを懸濁用buffer　B（50　mM　HEPES，　pH7・9，
330mM　sorbitol，1mM　EDTA）で懸濁した後、懸濁液をbuffer　Bで調製した40％（v／v）と
80％（Ψ／v）のPercoll密度勾配層に付した。遠心（1，0009、15分）を行い・40％と
80％Percon層の境界面に観察される分画を取り、同buffer・Bで希釈する。再び1，000g、
1分間遠心し、得られた沈澱を精製chloropla鵬とした。
　Mit㏄honn（短aの単離
Mitocho皿面aの単離はJacksonらの方法［92］に従って行った。遠心（ユ，5009、100秒）
で得られた上清を3000g、5分間遠心し、その上清をさらに12，000g、20分間遠心した。
得られた沈澱を粗mitochondriaとした。上清はmicrosomesおよびcytosol画分の調製に用
いた。粗mitochondriaを懸濁用buffer　C（20　mM　MOPS，　pH7．2，300　mM　mannito1，1mM
EDTA，0．2％BSA）で懸濁した後、混在するchloroplastsを除くため、再び1，500g、10分
間遠心し、得られた上清を12，000g、20分間遠心した。そして、得られた沈澱をbuffer
Cで懸濁した後、buffer　D（10　mM　MOPS，　pH7．2，250　mM　suclose，　O．290　BSA）で調製した
13．59。（vlv），21％（v／v），45％（v／v）のPercoll密度勾配層に付した。遠心（7，500g、30分）
を行い、21％と45％のPercoH層の境界面に観察される分画を取り、同bu脆r　Cで希釈す
る。再び12，0009、15分間遠心し、得られた沈澱を精製mit㏄honddaとした。
Microsomesおよびc　oso1画分の調製
遠心（12，000g、20分）で得られた上清をさらに1　OO，OOOg、30分間遠心し、得られ
た沈殿をmicrosomes画分とし、上清をcytosol画分とした。　Microsomes画分はbuffer　Cで
懸濁した。
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Marker・en　me活性測定（括弧内は終濃度を示す。）
1Ct111919P1aEgL1ncu！sghl　1ts　k
Chloroplasts　m　arkerは、　fenicyanideの光還元［50］を、比色定量［51ユすることにより、測
定した。
　　　　　　50　mM　HEPES　buffer（pH7．9）　　　　　　　　　　　2．3　ml（49　mM）
　　　　　　NH4Cl（0．349／25　ml　H20）　　　　　　　　　　　　　O．1　ml（10　mM）
　　　　　　K，Fe（CN）6（165　mg／50　m　1　H20）　　　　　　　　　　0・1　m1（0・4　mM）
　　　　　　Saエnple　solution　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　501⊥1
　　　　　　Total　volume　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．55　m1
　　　　　　　　↓
　　　　　　昼色光（20，000　lux）を2分間照射
　　　　　　　　↓
　　　　　　＋Soclium　citrate（580　mg／10　ml　H，（））　　　　　　　0．1　ml（8　rnM）
　　　　　　＋1，10－Phenanthroline（0．59／50　ml　EtOH）　　O・1　m　l（2　mM）
　　　　　　＋FeCI3（145mg／2．5　ml　AcOH，50　ml　H20）　　　　　O・1ml（O・4　rnM）
　これらの反応溶液を室温で3分間放置した。そして、DISMIC－25・Mter（TOYO，
cellulose　acetate　O．45μm）で濾過した後、　ODs1。で反応生成物である
Fe2’－onhophena　nthroline　complexを定量した。
Mitochondria　marker
Fumarase活性をmitochondria・markerとして測定した［52］。
104mM　K－Pi　buffer（pH7．5）
52mM　DTr
104mM　Sodium　malate
Sample　solution
1ml（80　mM）
O．1m1（4　mM）
0．1m1（8mM）
O．1m1
Total　volume 1．3m1
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C9）moにおける吸光度変化から、反応生成物であるfUmalateを定量した。
　　tosol　marker
Cyt。s・1・markerはpyr・ph・sphate：fruct・se－6－ph・sphate　1－ph・sph・transferase（PFPase）活性
を測定した［50］。
　　　　　61　m］S4｝HEPES　6uffer（pH8．0）　　　　　830μ1（50　mM）
　　　　　50　mh4　MgCl2　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　pl（0．5　mM）
　　　　　1nM　Fructose－2，6－bisphosphate　　　　　　　　　　　　　　　　10　pl（10μM）
　　　　　500mM［Fructose－6－phosphate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lOI」↓1（5　mM）
　　　　　Triose　phosphate　isomerase（1000　units／ml）　　　　　　　10　pl（10　units）
　　　　　GyceroI－3－phosphate　dehydrogenase（100　units／ml）　　　10　pl（1　unit）
　　　　　Aldol　ase（10　units／ml）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　pl（O．1　units）
　　　　　15mM　NADH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lO　pl（O．15　mM）
　　　　　60　mM　Na4P207　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　p1（0．6　mM）
　　　　　Sample　solution　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100μ1
　　　　Total　volume
OD34。における吸光度から、　NADを定量した。
第一部・第三章に関する実験
　第二節に関する実験
新規エステル型アルカロイドの単離・構造決定
1，000ia．1
　千葉大学薬学部附属薬用植物園で栽培したエニシダ（c頚5ロ∬cqρ磁的の黄化発芽体
（5－15日間）（25．3g　fr．　wt）より得た総塩基性成分68．9mg（0．27％／fr．　wt）について、
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CH2ClブMeOH－28％NH40画容媒系によるSiHca　gelCCを併用して分離を繰り返した結果・
新規エステル型アルカロイド（一）－3β一hydroxy－13ct－tigloyloxylupanine（29）（1．3mg）を単離
した。
　（一）－3　－hdrox－13α一ti　lo　lox　Iu　anine（29）：AmoIphous　solid．［α］D－8。7°　（MeOH，
c＝0．013）．IRVm．c　Ia3　Cm’i：3350（OH），3000，2902，2850（Bohlmann　bands），1690（ester），
1638（lactam）．　EI－MS　ml（z（エeL％）：362［M］＋（1），345［M－151＋（1），262（100），148（15），134
（35）．1H－NMR（CDCI，，500　MHz）δppm　from　TMS：6．84（IH，　qq，　J」7．1，12　Hz，　H－3’），
5．10（IH，　qロ加，　J」2．7　Hz，　Heq－13），4．29（1H，　d4」』13．4，2．2　Hz，　He屯卜10），4．00（1H，　dd，
J」5．4，11．5Hz，　H－3），3．83（1H，　br．　s，　OH），3．35（lH，　ddd，　J」112，5．7，2．O　Hz，　H－6），2．92
（1H，　dd，　J」8．9，11．8　Hz，　H－17），2、68（1H，　dd，　J』2．3，13．3　Hz，　H－10），2．58（1H，　ddd，
J』12．2，45，1．7Hz，　H－15），2．42（1H，　dちJ』2．7，12．3　Hz，　H－15），2．25－2．20（2H，叫H－4
and　H－17），2．12－2．09（2H，1皿，　H－8　and　H－17），1．98（1H，1皿，　H－7），1．84（1H，皿1，　H－14），1．82
（3H，　dd，」」1．2　Hz，　H－5’），1．79（3H，　dd，　J』1．2，7．1　Hz，　H－41　and　lH，　m，　H－5），1．75－1．63
（5H，　m，2xH－12，　H－14，　H－5　and　H－4），1。55（1H，　m，　H－9），1．29（1H，　d4」」12．5，2．4　Hz，
H－8）．13C－NMR（CDCI，，125　MHz）in　Table　13．
第三節に関する実験
粗酵素抽出液の調製
　エニシダ（q廊ロ∬α～ρaロ『ロs）の緑色発芽体の胚軸（769　fr．　wt）より・常法により粗酵素
抽出液を調製した。粗酵素液を40－80％硫安分画して、最少量のbuffer（30　mM　K－Pi
buffer，　pH　8．0，0．5　mM　EDTA，10　mM　2－mercaptoetha　nol）に溶解した。そして・PD－10　CC
による脱塩をし、得られた液を酵素反応に用いた。
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酵素活性の測定
Enzyme　solution　　l　OOμ1
240mM　K－Pi　buffer（pH　8．0）
15mM　DTT
3mM　Alkaloid　s　ubstrates
｛（一）－3β・13α一dihγ血・xylu脚血e（27）
（＋）－13α一hydroxylup　anine（20）｝
3mM　Tigloyl－CoA
1 0　pl（100　mM）
16pl（1　niM）
12pl（0．15　rnM）
12’pl（0．15　mM）
　　　　　　　Total　volume　　　　　　　　　　　　　　240　pl
　なお、括弧内は終濃度を示す。
　酵素活性は上述めように調製し、3G°C、180分incubation後、6N　HCI　20μ1を加え反
応を停止させる。内部標準物質（一）－N－methylcytisineを10μ1←1．0　P9）を加えた後、常法
（General　me山（］，d参照）により塩基性成分を抽出する。得られた塩基性画分をGC－MS定
性・定量分析した。
第四章に関する実験
酵素抽出液の調製
　Lupin　us属植物｛L．　termis（40g　fr．　wt），　L．　albus（0．46g　fr．wt），　Russell　lupine（L．
POIyρhyllus　x　L．　arbore　us）（59g　fr．　wt），　L．　hirsutUs（55g　f正．　wt），　L．　luteus（0．74g　fr．wt）｝と
Cytisus属植物｛C5cqρa加5（769　fr．　wt）｝の発芽体（約10日間）の胚軸より、常法によ
り粗酵素抽出液を調製した。また、4月頃に採取した植物｛7hemi　opsis　luρinoides（44g
fr．　wt），　T．　chinensis（50g　fr．　wt），　Baρtisia　australis（25g　fr．　wt），　Maackia　amurensis（50g　fr．
wt），．Echinosoρhora、koreensis（49g　fr．　wt），　Soρhora　flavescens（42g　fr．　wt）｝の若葉より、同
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様な方法で粗酵素抽出液を調製した。各々の抽出液を40－80％硫安分画後、Sephadex
G－25CCによる脱塩をし、得られた酵素溶液を活性測定に用いた。
酵素活性（HMTase，　HLTase，　ECTase，　EFrase，　LCTase，　LFrase）の測定
　前章の反応組成に従い、アルカロイド基質として、（一）－13α一hydroxymultiflorine（14），
（＋）－13α一hydroxylupanine（20），（＋）－epilupinine（4）および（一）－1upinine（15）を用い、補酵素
アシルCoAとして、　tigloyl－CoA，　P－coumaroyl－CoAおよびferuloyl－CoAを用いた。なお・
HLTase活性において、内部標準物質は10μ1加えた。
第二部に関する実験
　アルカロイドの定性及び定量分析
種子の発芽後約一ヶ月の乾燥植物体（L．luteus、　L．　albusのbi廿er種、　sweet種）を地上部
と地下部に分けて、それぞれ常法（General・meth・Od参照）によりEtOHエキスを調製した。
そして、これを酸性・塩基性による溶媒分画した後、塩基性画分について（＋）－matrine
を内部標準物質として、GC－MSによるアルカロイドの定性および定量分析を行った。
L－lysineの定量分析は、各々の植物材料より調製したEtf）Hエキスを0．02N　HC1溶液
とした後、アミノ酸分析計を用いて、生体分析用プログラムによる解析条件下で行っ
た［92］。
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　Cadaverineの定量分析
Cadaverineの定量分析は、各々の植物材料より調製した塩基性画分を・TMS－BA｛瓦
（｝bis（trimethylsilyl）acetamide　｝を用いて40°C、30分処理した・CadaverineのTMSエーテル
誘導体を、GC．MSを用いて定量分析した。　CadaverineのTMSエーテル誘導体はEI－MS
でnVz　390　［M］＋，　375［M－15］＋，174のフラグメントパターンをを与える。
　アルカロイドァシル転移酵素の活性測定
　酵素溶液の調整
約10日間緑色発芽体の胚軸甜b・5bi鵬r種（O．469　fr．wt），　L・　albus・sweet種（1・289　fr・
wt），　L．　lute。s　bitter種（0．74g　fr．wt），　L．　luteus・sweet種（O．959　fr・　wt）｝を常法により・粗酵
素液を得、40．80％硫安分画した酵素液をHMTase，肌Tase活性測定（第一部・第四章
に準ずる）用いた
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